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Antecedentes: La Discinesia Ciliar Primaria (DCP) es una 
enfermedad rara con una prevalencia estimada de 1:20.000 
nacidos vivos. Se caracteriza por una alteración en el patrón de 
motilidad de los cilios y flagelos que al provocar un déficit en el 
aclaramiento mucociliar, causa infecciones e inflamación crónica 
de las vías aéreas. Un proceso inflamatorio ineficiente aumenta 
la producción de especies reactivas del oxígeno y nitrógeno (ERO 
y ERN), lo que incrementa el riesgo de padecer distintas 
enfermedades. En la DCP se ha demostrado que el estrés 
oxidativo está aumentado en el condensado de aire exhalado de 
pacientes pediátricos pero, hasta el momento, nunca se había 
determinado en el tejido afectado. Nuestra hipótesis de partida 
fue que los pacientes con DCP tienen un estado pro-oxidativo en 
las células del epitelio respiratorio. 
Objetivos: Estudiar el estado oxidativo de las células del epitelio 
nasal de pacientes con DCP, compararlo con el de voluntarios 
sanos, y determinar el papel que juega en la fisiopatología de la 
enfermedad.  
Métodos: Se midieron los niveles de ERO, RNS, glutatión 
reducido (GSH), calcio intracelular (Ca2+), potencial de 
membrana plasmático, y daño oxidativo en lípidos y proteínas. 
Además, se analizó la función mitocondrial y la apoptosis de las 
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células del epitelio nasal de los sujetos de estudio mediante 
citometría de flujo. En el estudio participaron 2 grupos: 35 
voluntarios sanos y 35 pacientes diagnosticados de DCP.  
Resultados: Los pacientes con DCP tienen niveles de apoptosis, 
NO, ONOO-, O2- total, H2O2 mitocondrial y O2- mitocondrial, en 
las células del epitelio nasal, inferiores a los de los individuos 
sanos. No existen diferencias en el resto de parámetros medidos, 
entre pacientes y controles. En el grupo de pacientes tampoco 
se aprecian diferencias en ninguno de los parámetros 
comparados ni entre adultos y niños, ni en función del patrón de 
movilidad ciliar; las mujeres con DCP tienen menores niveles de 
H2O2 y O2- mitocondriales que los varones con la enfermedad; los 
pacientes con atelectasias o con situs inversus, tienen niveles 
peróxidos intracelulares superiores a los de los pacientes que no 
presentan estas anomalías; y aquellos con rinosinusitis crónica 
tienen niveles más bajos de ONOO- que los que no la tienen. No 
se han encontrado diferencias en los demás síntomas. Se ha 
diseñado también un árbol de clasificación de los individuos 
como “paciente” o “control sano” en función de los niveles de 
ciertos parámetros del perfil oxidativo medidos en sus células del 




Background: Primary ciliary dyskinesia (PCD) is a rare disease 
with an estimated prevalence of 1:20.000 births. It is 
characterized by an alteration of the mobility pattern of cilia and 
flagella, causing lack of mucociliary clearance and subsequent 
infection and chronic inflammation of the airways. An inefficient 
inflammatory process increases the production of reactive 
oxygen and nitrogen species (ROS and RNS), which derives in a 
higher risk of diseases. In PCD, a study demonstrated that 
oxidative stress is increased in exhaled breath condensate from 
paediatric patients. Although oxidative stress had not been 
determined in the affected tissue yet, we hypothesized that 
patients with PCD have a pro-oxidative status in respiratory 
epithelial cells. 
Aims: To study the oxidative status of nasal epithelial cells from 
patients with PCD, compare it with healthy controls, and 
determine their role on the disease pathophysiology. 
Methods: Levels of ROS, RNS, glutathione (GSH), intracellular 
Ca2+, plasma membrane potential, and oxidative damage in lipids 
and proteins were measured. In addition, apoptosis and the 
mitochondrial function were analysed by flow cytometry in nasal 
epithelial cells. Two groups took part in the study: 35 healthy 
subjects and 35 patients diagnosed of PCD.  
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Results: Patients with PCD have levels of apoptosis, NO, ONOO-, 
total O2-, mitochondrial H2O2 and mitochondrial O2- in their nasal 
epithelial cells lower than those of healthy individuals. There are 
no differences between the groups of patients and controls in 
the rest of the parameters measured. When comparing within 
the group of patients, there are no differences between adults 
and children in any compared parameter, nor is there any 
difference depending on the different ciliary mobility pattern; 
women with PCD have lower levels of mitochondrial H2O2 and 
O2- than men with the disease; patients with atelectasis, and 
those with situs inversus have higher intracellular peroxides 
levels than those who do not; patients with chronic rhinosinusitis 
have lower levels of ONOO- than those who do not, and no 
differences have been found depending on the other symptoms. 
A tree has been designed to classify individuals as patient or 
healthy control based on the levels of certain parameters of the 





·O2- Anión superóxido  
8OHdG 8-hidroxideoxiguanosina  
ADN Ácido dexosirribonucleico 
AUC Área bajo la curva  
B665 BODIPY 665/676 C 11  
BED Brazos Externos de Dineína  
BID Brazos Internos de Dineína 
cAMP Cyclic adenosine monophosphate 
cGMP Cyclic guanosine monophosphate 
CART Árboles de clasificación y regresión 
CAT Catalasa  
CMFDA 5-clorometil fluorescein diacetato  
DAF-FM DA 4-Amino-5-Metilamino-2’7’-Difluorescein Diacetato  
DAPI 4’, 6’-Diamidino-2-fenilindol dihidroclorido  
DCF 2’7’-diclorodihidrofluoresceína 
DCP Discinesia Ciliar Primaria 
DCS Discinesia Ciliar Secundaria 
DEM Dietil maleato  
DHR1,2,3 Dihidrorodamina 1,2,3  
DIBAC Bis-(Ácido Dibutilbarbitúrico) Trimetín Oxonol  
DO Daño oxidativo 
EO Estrés oxidativo 
ER Enfermedad Rara 
ERN Especies Reactivas de Nitrógeno  
ERO Especies Reactivas de Oxígeno  
FACS Fluorescence Activated Cell Sorting 
FCCP Carbonilcianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona 
FEV1  Volumen Espiratorio Forzado en el primer segundo  
FQ Fibrosis Quística 
FSC Forward scatter  
FTC Fluorescein 5-tiosemicarbacida 
GPx Glutatión peroxidasa  
GRx Glutatión reductasa  
GSH Glutatión reducido  
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GSSG Glutatión oxidado 
H0 Hipótesis nula 
H2O2 Peróxido de hidrógeno  
HA Hipótesis alternativa 
HCUV Hospital Clínico Universitario de Valencia  
HE Dihidroetidina  
HGUV Hospital General Universitario de Valencia  
IL Interleuquina 
IMC Índice de Masa Corporal 
LT  Leucotrieno 
ME Microscopía Electrónica 
MET Microscopía Electrónica de Transmisión  
MitoPY 1 Mitocondria Peroxy Yellow 1  
MitoSOX MitoSOXTM Red  
MT Microtúbulos 
NADPH Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato reducido  
nNO  Óxido Nítrico nasal  
NO Óxido Nítrico 
NO2- Dióxido de nitrógeno  
OH- Radical hidroxilo 
ONOO- Peroxinitrito  
ORL Otorrinolaringología 
PI Yoduro de Propidio  
PMM Potencial de membrana mitocondrial 
PMP Potencial de membrana plasmático 
ppb Partes por billón 
RO- Radical alkoxil  
ROC Característica Operativa del Receptor 
ROO- Radical peroxil   
SOD Superóxido dismutasa  
SSC Side scatter  
t-BHP Hidroperóxido Tert-butil  
TMRM Tetrametilrodamina  
uaf Unidades de fluorescencia arbitrarias  
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1.1. Estructura y funció n ciliar 
Los cilios son orgánulos celulares que se han conservado 
evolutivamente y están presentes en muchos organismos 
unicelulares y en algunas células de organismos pluricelulares. 
Se clasifican en cilios primarios o sensoriales y cilios motores. Los 
primeros, inmóviles, son sensores de información y se 
encuentran en los órganos de la vista, oído, olfato; en las células 
epiteliales tubulares renales y en la mayoría de las células del 
cuerpo, en algún momento de su evolución. Los segundos, se 
localizan en la superficie epitelial del tracto respiratorio, en el 
epéndimo (el delgado revestimiento neuroepitelial del sistema 
ventricular del cerebro y el canal central de la médula espinal), y 
en los órganos reproductores masculino y femenino (conductos 
eferentes testiculares y Trompas de Falopio)1. Asimismo, la cola 
del espermatozoide tiene una estructura ciliar modificada a 
flagelo.  
Se presentan como proyecciones de la célula rodeados por la 
membrana celular y tienen una función motora dirigida a la 
propulsión de partículas a través de un fluido, o líquido, sobre 
una superficie celular. La estructura fundamental es el axonema, 
que en los cilios móviles presenta la organización “9+2” 







por 9 dobletes de microtúbulos periféricos (Ilustración 1). Estos 
últimos están unidos entre sí mediante puentes de nexina y al 
par central por brazos radiales. Asociados a los microtúbulos 
periféricos se encuentran los complejos de dineína, que se ven 
como brazos externos e internos de los dobletes2.  
 
Ilustración 1. Representación esquemática de la sección transversal de un 
cilio móvil (Modificado de Lucas JS et al. Eur Resp J. 2017; 49: 1601090). 
Los brazos de dineína están conectados con las ATPasas, que 
actúan como generadoras de movimiento mediante la hidrólisis 
de ATP. Así, la dineína está directamente relacionada con la 
función motora del cilio y son las espinas radiales las que 
determinan la dirección del movimiento3. 
 
Brazos externos de 
dineína 
Brazos internos de 
dineína 















1.2. História de la enfermedad  
En 1901, Siewert comunicó por primera vez la asociación entre 
situs inversus y bronquiectasias4. En 1933, Kartagener describió 
un grupo de pacientes que tenían bronquiectasias, situs inversus 
y sinusitis5. Desde aquel momento, esta tríada pasó a conocerse 
como “Síndrome de Kartagener”.  
En 1975, Afzelius identificó anomalías ultraestructurales en los 
espermatozoides de un grupo de hombres que presentaban 
infertilidad, junto a bronquitis crónica y bronquiectasias6. 
Estudios posteriores detectaron alteraciones similares en los 
cilios de su tracto respiratorio7. Dos años después, Elliasson et al. 
publicaron varios casos clínicamente compatibles con un 
síndrome de Kartagener, con las anomalías ultraestructurales 
descritas pero sin la presencia de situs inversus8. Por ello, en 
1980, para referirse a estos casos se propone el término 
“síndrome de los cilios inmóviles”, ya que el situs inversus sólo 
está presente en cerca del 50% de los pacientes con esta 
enfermedad 9,10, dejando la denominación “síndrome de 
Kartagener” para aquellos pacientes que presenten la tríada 







En 1988, Rossman y Newhouse demostraron que las 
manifestaciones clínicas podrían deberse al movimiento 
discinético o ineficiente de los cilios y no sólo a la existencia de 
cilios totalmente inmóviles. De ésta forma surgió el término 
“Discinesia Ciliar Primaria” (DCP), que pasó a utilizarse en 
sustitución del de “Síndrome de los cilios inmóviles”11. 
Ya a finales de los años 80, se demostró que el transporte 
mucociliar podía estar alterado, no sólo como consecuencia de 
defectos ultraestructurales en los cilios, sino de infecciones 
bacterianas o virales recurrentes, o  por inhalación de 
substancias o fármacos que, al alterar la función ciliar, provocan 
estasis de las secreciones, reproduciendo así un cuadro clínico 
similar al de la DCP12. A su vez, las infecciones recurrentes, 
podrían dar lugar a  un proceso inflamatorio crónico en la vía 
aérea que afectaría la ultraestructura ciliar13. De este modo 
surgió el término “Discinesia Ciliar Secundaria” (DCS), que se 
utiliza para referirse a alteraciones transitorias en el transporte 
mucociliar debidas a causas secundarias, mientras que el 









1.3. Sí ndróme de DCP en el 
cóntextó de enfermedades 
raras 
Las enfermedades raras (ER) son aquellas que afectan a un 
número pequeño de personas dentro de la población general. En 
Europa se considera que una enfermedad es rara cuando afecta 
a 1 individuo de cada 2.00015. Según la Organización Mundial de 
la Salud existen alrededor de 8.000 enfermedades raras, y 
aunque cada una de ellas afecta a un número reducido de 
personas, el total de pacientes con enfermedades minoritarias 
es el 7% de la población mundial (más de 400 millones), de los 
que 3 millones son españoles16. La DCP (código de orphanet: 
ORPHA244), es  la segunda afección congénita más común de las 
vías respiratorias tras la fibrosis quística (FQ), con una 
prevalencia estimada de 1/20.000, con lo que puede 
considerarse una enfermedad rara15. 
Se trata de una enfermedad infradiagnosticada y con un 
evidente retraso diagnóstico, a pesar de que los síntomas 
aparecen en edades muy tempranas.  En Europa, la edad media 
al diagnóstico es de 5,3 años, y se reduce a los 3,5 años en los 







aprecian que existe correlación entre la precocidad diagnóstica 
y una mayor inversión gubernamental en salud, de modo que 
mientras la edad media diagnóstica en las Islas Británicas es de 
4,8 años, en el Oeste y Norte de Europa y en el Este y Sur de 
Europa,  es de 5 y 5,5 y de 6,8  y 6,5 años respectivamente18.  
Este estudio, realizado por la European Respiratory Society Task 
Force, en el que participaron un total de 223 centros de 26 países 
europeos y se recogieron más de 1.000 pacientes diagnosticados 
de DCP antes de los 20 años de edad, concluye que la prevalencia 
de la enfermedad es muy variable entre los distintos países. Así, 
en Chipre se daba la frecuencia más alta (111 casos por millón 
de habitantes entre los 5-14 años, lo que equivale a 1/10.000); 
Dinamarca o Suiza tenían una prevalencia de 1/20.000, y España 
de 20,5 casos por millón de habitantes (1/30.000 niños)18. Estos 
datos, aunque extraídos de diagnósticos no corroborados de 
forma homogénea, sugieren la existencia de diagnósticos 










1.4. Manifestaciónes clí nicas 
de la DCP 
La DCP es una enfermedad genética que se caracteriza por un 
movimiento anómalo de los cilios móviles y de los flagelos. Como 
consecuencia, se produce un deterioro en el aclaramiento de las 
secreciones y detritus en las vías aéreas superiores e inferiores. 
La estasis de las secreciones mucosas favorece el desarrollo de 
infecciones respiratorias crónicas y condiciona los síntomas 
propios de la enfermedad que, aunque son evidentes desde el 
nacimiento, al tratarse de manifestaciones clínicas  bastante 
comunes en la infancia (rinitis, otitis media secretora, tos, y 
bronquitis recurrentes…), no suelen ser atribuidos por el 
pediatra a una determinada enfermedad subyacente, lo que 
justifica el retraso diagnóstico18,19. Sin embargo, lo característico 
en la DCP, es que esta sintomatología es reiterada o crónica y 
tiene una expresión multisistémica, puesto que afecta a todos 
los órganos en los que los cilios ejercen su función (Tabla 1). 
 Globalmente, la expresión clínica de la DCP se asemeja a otras 
enfermedades, como la FQ, inmunodeficiencias, infecciones 
causadas por Aspergillus o  M. tuberculosis, reflujo gastro-
esofágico crónico con aspiraciones o déficit de alfa-1 







muchas disponen de test diagnósticos asequibles y 
concluyentes, podrían realizarse antes de plantear las pruebas 
específicas de la DCP, mucho más complicadas y no siempre 
disponibles.  
Tabla 1. Manifestaciones clínicas DCP en los distintos órganos (Adaptada 
de Reula et al. Expert Opinion on Orphan Drugs, 2017; 5:537-548) 
Órgano afectado Síntomas 




Oído Otitis media secretora 
Otitis media crónica 
Hipoacusia de transmisión 
 
Senos paranasales Sinusitis crónica 
Hipoplasia de senos, especialmente 
del frontal 
 
Tracto genito-urinario Infertilidad en varones  
Fertilidad reducida en mujeres 
 
Lateralidad Situs inversus 
Situs ambiguous (Heterotaxia) 
 





Los síntomas pueden estar presentes desde el período neonatal 
ya que, entre el 75-85% de los pacientes con DCP debuta con un 







manifestaciones precoces de la enfermedad , que podría ya 
detectarse en una ecografía gestacional, es la ventriculomegalia 
cerebral fetal leve, que puede ser debida a una disfunción en los 
cilios ependimarios22.Posteriormente, a lo largo de la vida, esta 
alteración ciliar podría dar lugar en algunos pacientes, a una 
hidrocefalia, aunque son casos muy raros. 
Durante la infancia y adolescencia, las manifestaciones 
habituales son la tos crónica productiva, la rinorrea persistente 
y las otitis serosas que, aunque pueden mejorar con tratamiento 
antibiótico o con el cambio estacional, nunca llegan a 
desaparecer23,24. Además, con la edad, como consecuencia de las 
infecciones crónicas y recurrentes, se produce un lento deterioro 
de la función pulmonar de grado variable, desde leve a grave25,26 
y un daño estructural  irreversible, con bronquiectasias que, 
aunque pueden estar presentes ya en la infancia van a afectar a 
la mayor parte de los pacientes en la etapa adulta27.  
En lo referente a los problemas auditivos, generalmente 
mejoran con la edad, aunque algunos pacientes con DCP pueden 
presentar hipoacusia de transmisión permanente. Además, es 
bastante frecuente la hipoplasia de los senos paranasales, y 







La discinesia de los cilios nodales embrionarios puede provocar 
también  una distribución al azar de los órganos corporales y da 
lugar, en el 40-55% de los casos, a un situs inversus o en el 6-
12%, a un situs ambiguous (heterotaxia) que puede ir asociado a 
defectos cardíacos29,30,31.  
Puesto que la DCP también afecta a los espermatozoides y a los 
cilios móviles de las trompas de Falopio, los pacientes con esta 
enfermedad presentan problemas de fertilidad. Algunos varones 
tienen espermatozoides vivos pero inmóviles. En el caso de las 
mujeres, la afectación de los cilios de las células de las trompas 
de Falopio provoca retraso en el transporte de los óvulos y, 
consecuentemente, reducción de la fertilidad. También se han 
reportado casos de embarazos ectópicos, pero no está claro si 
son más comunes que en la población general32,33. Sin embargo, 
no todos los pacientes con DCP son infértiles, necesitando contar 
con más estudios para conocer la prevalencia real de estos 
problemas 34,35.  
1.5. Me tódós diagnó sticós 
Hasta la fecha, no existe una técnica Gold Standard para el 
diagnóstico de la DCP. Por ello, en la mayor parte de los casos es 







diagnóstico definitivo. Recientemente, la European Respiratory 
Society Task Force publicó una guía en la que se establecen los 
pasos a dar para diagnosticar o excluir definitivamente a un 
paciente36 (Ilustración 2). 
El primer paso para iniciar un proceso diagnóstico es identificar 
a los pacientes con una historia clínica compatible con la 
enfermedad. Hay dos estudios que proponen la aplicación de 
puntuaciones clínicas para establecer la sospecha  
diagnóstica37,38. El primero, “score PICADAR”, se desarrolló 
usando los datos clínicos de más de 600 pacientes referidos a 
centros diagnósticos de DCP. Utiliza un modelo de regresión para 
identificar 7 síntomas, suficientemente predictivos como para 
ser utilizados como herramienta clínica38.  
El segundo utiliza un score predictivo basado en 4 síntomas37. En 
base a unos puntos de corte estadísticamente determinados se 
establece qué paciente es susceptible de padecer DCP, debiendo 
remitirlo en ese caso, a un centro especializado para el 
diagnóstico, en donde se podrían utilizar pruebas de screening 
(orientadoras, pero no definitivas) o/y pruebas 








Ilustración 2. Guía de la ERS 2017 Task Force para el diagnóstico de la DCP (Lucas JS 







 Óxido nítrico nasal 
La medida del óxido nítrico nasal (nNO) se recomienda como test 
inicial en pacientes con sospecha clínica de DCP 36,39, ya que  
valores bajos de nNO son altamente sugestivos de este 
diagnóstico y obligarían a remitir de inmediato al paciente para 
realizar pruebas diagnósticas más concluyentes. Sin embargo, a 
pesar de su buena sensibilidad, existen casos de DCP con valores 
normales de nNO, por lo que aunque el nNO sea normal -si la 
clínica es consistente- no se debería descartar la enfermedad. 
Por otra parte, algunas patologías, como la FQ, podrían reducir 
sus valores. Por ello, el nNO no puede usarse como test 
diagnóstico concluyente debido a la presencia de falsos positivos 
y falsos negtivos36. Además, esta prueba no está bien tipificada 
en los niños menores de 6 años, en los que es más difícil de 
realizar, dando con resultados muy variables, por lo que no 
serviría como test discriminatorio precoz, que es lo que interesa. 
 Estudio del patrón y 
frecuencia del batido ciliar 
El estudio de la movilidad ciliar mediante vídeo-microscopía de 
alta velocidad tiene buena sensibilidad y especificidad36,40. Sin 







un equipo sofisticado y debe ser llevada a cabo por personal con 
experiencia. Mediante esta técnica puede ser muy complicado 
en algunos casos,  diferenciar una DCP de una DCS; en ellos, 
repetir la prueba tras cultivar las células de los pacientes en una 
interfaz aire-líquido puede ayudar a diferenciarlas36,41.  
 Microscopía electrónica de 
transmisión 
La microscopía electrónica de transmisión (MET) permite el 
estudio del axonema ciliar y la detección de las alteraciones 
estructurales que condicionarían los déficits de función. Los 
defectos ultraestructurales más frecuentes que causan 
anomalías en el movimiento de los cilios son:  
 Defecto en los brazos externos de dineína (BED) (25-50% 
casos) 
 Combinación de defectos en los BED y en los brazos 
internos de dineína (BID) (25-50% casos) 
 Defectos en los BID asociados a desorganización de los                                                                                                                        
microtúbulos (15% casos) 
 Defectos en el par central  de microtúbulos  (5-15% 







No obstante, alrededor del 15-20% de los pacientes con DCP 
presentan una ultraestructura normal detectada por MET, por lo 
que -aunque esta técnica es concluyente a la hora de confirmar 
la DCP-, una ultraestructura normal no permite descartar la 
enfermedad.   
 Genética 
Hasta la fecha, se han descrito mutaciones en 39 genes 
implicados en la DCP45. No obstante, éstas sólo explican 
alrededor del 65% de los casos. En la actualidad, las guías 
recomiendan utilizar los test genéticos para estudiar las 
mutaciones en casos de DCP confirmada por otras pruebas 
diagnósticas, o en casos de clínica muy robusta, pero de difícil 
diagnóstico mediante las otras pruebas. No obstante, a medida 
que se vaya teniendo más conocimiento de las mutaciones 
implicadas, el genotipado irá adquiriendo importancia sobre 







 Cultivo de células en interfaz 
aire-líquido 
Los agentes biológicos o químicos (como virus o bacterias) 
pueden alterar la actividad ciliar y, en consecuencia, el 
aclaramiento mucociliar, desencadenando un daño pulmonar. 
Dado que las infecciones respiratorias son comunes, sobre todo 
en los niños, y que la propia infección podría dañar el cilio, en 
algunos casos resulta complicado discriminar entre una DCP y 
una DCS mediante los distintos test expuestos hasta ahora. Para 
ello, resulta de gran utilidad el cultivo de células del epitelio 
nasal ciliado, la repetición de los vídeos de alta velocidad y el 
análisis mediante MET tras el cultivo ya que, con éste último, se 
eliminaría la noxa externa como posible factor desencadenante 
de la alteración de la actividad ciliar. No obstante, ésta técnica, 
en la actualidad, sólo está disponible en pocos centros 
diagnósticos. 
 Inmunofluorescencia 
El marcaje inmunofluorescente de proteínas específicas de la 
estructura ciliar se está convirtiendo en una herramienta 







no existen estudios concluyentes que determinen su papel como 
test diagnóstico46.  
1.6. Gene tica en la DCP 
La DCP es un trastorno genéticamente heterogéneo, con una 
herencia mendeliana autosómica recesiva (con la excepción de 
dos genes con herencia ligada al cromosoma X que causan DCP 
sindrómica: RPGC (MIM 312610) y OFD1 (MIM 300170), que 
combinan respectivamente, la DCP con la retinitis pigmentosa y 
el síndrome oro-facial-digital; y el gen PIH1D3 (MIM 300933), 
que produce una DCP no sindrómica). En todos los casos con 
herencia autosómica recesiva, para que la mutación sea 
patogénica, ha de estar presente en homocigosis. No hay ningún 
caso descrito de dos mutaciones en heterocigosis en dos genes 
distintos implicados en DCP que causen la enfermedad45.  
En la actualidad hay descritos 39 genes asociados a la DCP (tabla 
2). Estas mutaciones explican alrededor del 65% de los casos de 
pacientes con esta enfermedad. De éstos 39 genes, 10 codifican 
para proteínas de los BED o de un complejo proteico asociado a 
los BED: DNAH5 [MIM 603335; prevalencia 15–21%], DNAH11 
[MIM603339; prevalencia 6%], CCDC114 [MIM 615038], TTC25 







DNAI2[MIM 605483], NME8 [MIM 607421], ARMC4 [MIM 
615408] y CDC151 [MIM 615956]. Las mutaciones en los genes 
que controlan el complejo de los BED suelen asociarse con 
fenotipos de cilio inmóvil, ya que los BED controlan el 
movimiento efectivo de los cilios.  
Hay 11 genes que codifican proteínas plasmáticas implicadas en 
el transporte y ensamblaje de los brazos de dineína en los 
axonemas: SPAG1 [MIM 603395], DNAAF1 [MIM 613190], 
DNAAF2 [MIM 612517], DNAAF3 [MIM 614566], HEATR2 [MIM 
614864], DYX1C1 [MIM 608706], ZMYND10 [MIM 607070], 
DNAH1 [MIM 603332], LRRC6 [MIM 614930], CCDC103 [MIM 
614677] y C21orf59 [MIM 615494], mutaciones que combinan 
defectos en los BED y en los BID.  
Hay 13 genes con mutaciones puntuales que causan DCP. Se 
asocian a factores del complejo regulador Nexina-Dineína que 
incluyen el par central, los brazos radiales, y los microtúbulos del 
par central: CCDC39 [MIM 613798], CCDC40 [MIM 613799], 
CCDC65 [MIM 611088], CCDC164 [MIM 615288]) y GAS8 
[616726]; RSPH1 [MIM 609314], RSPH4A [MIM 612647], RSPH3 
[MIN 616481], DNAJB13 [MIM 610263] y RSPH9 [MIM 612648] 
HYDIN [MIM610812]; o regulan la ciliogénesis: CCNO [MIM 







en el número de cilios. Más recientemente se han añadido 
mutaciones en genes que afectan a proteínas reguladoras de la 
energía, como la adenilato kinasa 7 (AK7).    
Tabla 2. Genes responsables de la DCP: +, mutaciones genéticas responsables de <1% 
de casos de DCP; ++, mutaciones genéticas responsables del 1–4% de casos de DCP; 
+++, mutaciones genéticas responsables del 4–10% de casos de DCP; ++++, 
mutaciones genéticas responsables de >15% de casos de DCP; BED, brazos externos 
de dineína; BID, brazos internos de dineína (Adaptada de Reula et al. Expert Opinion 






DNAH5 ++++ Defecto BED Cilios inmóviles 47–49 
DNAI1 +++ Defecto BED Cilios inmóviles 50–54 
DNAI2 ++ Defecto BED Cilios inmóviles 55 
DNAL1 + Defecto BED Movilidad ciliar 
reducida 
56 
CCDC114 ++ Defecto BED Cilios inmóviles 57,58 
TTC25 + Defecto BED Cilios inmóviles 59 
CCDC151 ++ Defecto BED Cilios inmóviles 60,61 
ARMC4 ++ Defecto BED Cilios inmóviles 62,63 















++ Defecto BED y BID Cilios inmóviles 66,67 
DNAAF2 
(KTU) 
++ Defecto BED y BID Cilios inmóviles 68 
DNAAF3 + Defecto BED y BID Cilios inmóviles 69 
LRRC6 ++ Defecto BED y BID Cilios inmóviles 70,71 
HEATR2 + Defecto BED y BID Cilios inmóviles 72 
DYX1C1 
(DNAAF4) 
+ Defecto BED y BID Cilios inmóviles 73 
C21orf59 + Defecto BED y BID  74 
ZMYND10 ++ Defecto BED y BID Cilios inmóviles 75,76 
SPAG1 ++ Defecto BED y BID Cilios inmóviles 77 
DNAH1 + Defecto BID Movilidad ciliar 
reducida 
78 





OFD1 + Normal 
DCP sindrómica, 
con síndrome de 
orofacia digital 
81 





DNAH11 +++ Normal 
Cilios 
hiperfrecuentes, 
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central y los 
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CCNO + Muy bajo número 
de cilios 
Reducción del 
número de cilios 
98 
MCIDAS + Muy bajo número 
de cilios 
Reducción del 
número de cilios 
99 
DNAH8 +  
 
100 







1.7. Tratamientó de la DCP 
En la actualidad, no existe un tratamiento específico para la DCP. 
Las personas afectas se tratan siguiendo las pautas establecidas 
para otras enfermedades similares, como la FQ y la rinosinusitis.  
Existen numerosas opciones terapéuticas que contribuyen a la 
mejora de la calidad de vida de éstos pacientes y que incluyen la 
monitorización regular de la función auditiva y respiratoria, 
fisioterapia para facilitar el aclaramiento de las secreciones de 
las vías aéreas46,102 y la práctica regular de ejercicio físico103.  
Es importante adaptar los tratamientos con antibióticos a los 
resultados de los cultivos de esputo, que se llevan a cabo 
cadencialmente y en las reagudizaciones, para identificar los 







DCP, es muy recomendable la prevención de las infecciones 
mediante la utilización de vacunas103–105. 
En casos de afectación pulmonar grave, cuando ya no hay otras 
opciones, se puede realizar un trasplante de pulmón106. Además, 
puesto que los defectos cardíacos son 200 veces más frecuentes 
en estos enfermos que en la población general107, antes de una 
intevención quirúrgica en cualquier paciente con DCP, se debe 
plantear un plan preoperatorio con un equipo multidisciplinar de 
cardiólogos, neumólogos e intensivistas.  
Por último, al tratarse de una enfermedad hereditaria, en los 
pacientes que quieren tener hijos, es muy importante el consejo 
genético. Las inyecciones intracitoplásmicas de espermatozoides 
pueden facilitar la concepción en el caso de varones con 
espermatozoides inmóviles35. Además, la fecundación in vitro y 
la implantación intra-uterina del óvulo fecundado, pueden ser 










1.8. Prónó sticó y evólució n de 
la DCP  
Los pacientes con DCP tienen una esperanza de vida normal y la 
tasa de deterioro de la función pulmonar es más lenta que en 
otras enfermedades de características similares, como la FQ. Por 
ello, llevando un estilo de vida saludable, evitando el tabaco, 
realizando ejercicio físico y fisioterapia respiratoria diarios y 
tratando precozmente las infecciones respiratorias con 
antibióticos, el pronóstico de la enfermedad puede no ser 
desfavorable. No obstante, hay pacientes que tienen una peor 
evolución109 .  
Un estudio retrospectivo reciente sobre una población adulta de 
pacientes con DCP, encuentra que existe una correlación 
negativa entre la edad en el momento del diagnóstico y el 
Volumen Espiratorio Forzado en el primer segundo (FEV1); es 
decir, los casos diagnosticados en edades más tardías presentan 
menores niveles de FEV1 (con una pérdida estimada del 0,49% de 
la función pulmonar por año). También se comprueba que la 
edad al diagnóstico se correlaciona positivamente con la 
infección bronquial por Pseudomonas aeruginosa. En el mismo 
estudio observan que puede existir relación entre el tipo de 







pulmonar, siendo los pacientes con defectos en los microtúbulos 
los más afectados. Además observan que la presencia de 
bronquiectasias y el grado de dilatación de la pared bronquial 
influyen en la pérdida de FEV1 con la edad110,111. 
El seguimiento de estos pacientes ha de llevarlo a cabo un 
equipo multidisciplinar que incluya, como mínimo un 
otorrinolaringólogo, un neumólogo, un enfermero especialista y 
un fisioterapeuta respiratorio, además de otras especialidades 





















2.1. Próducció n de especies 
reactivas del óxí genó y del 
nitró genó 
El oxígeno es un elemento imprescindible para la vida, pero solo 
95% del consumido sigue la ruta fisiológica. El 5% restante sufre 
sucesivas reducciones en las que se generan moléculas 
altamente tóxicas, denominadas especies reactivas de oxígeno 
(ERO) 
Las ERO se producen como consecuencia, tanto del propio 
metabolismo aerobio celular, como de la exposición a 
determinados agentes externos (radiaciones ionizantes, luz 
ultravioleta,  contaminación ambiental, algunos medicamentos 
como los corticoides, y xenobióticos como pesticidas, herbicidas 
o fungicidas, y humo del tabaco)112,113.  
Las ERO son compuestos derivados de la molécula de oxígeno 
(O2) por reducción química parcial, que incluyen tanto a los 
radicales libres- moléculas reactivas caracterizadas por tener un 
electrón desapareado en su capa más externa-, como a especies 
no radicales derivadas de estos últimos.  
La primera especie reactiva de oxígeno generada en los sistemas 






inestabilidad a la reacción de dismutación del ·O2- a peróxido de 
hidrógeno (H2O2), altamente favorable. El H2O2 a diferencia del 
anterior, no es un radical libre y por ello es más estable. Sin 
embargo, en presencia de metales de transición puede dar lugar 
al radical hidroxilo (OH-), molécula extremadamente reactiva y 
tóxica que puede reaccionar con ácidos grasos poliinsaturados 
produciendo los radicales alkoxil (RO-) y peroxil (ROO-)114. A su 
vez, la interacción de diversos ERO con derivados del nitrógeno 
puede resultar en la generación de especies reactivas de 
nitrógeno (ERN), entre las que se encuentra el óxido nítrico (NO), 
el dióxido de nitrógeno (NO2-) y el peroxinitrito (ONOO-)115.  
En los organismos superiores, la producción de ERO y ERN puede 
tener origen en cualquier compartimento celular (Ilustración 3), 
si bien, la fuente endógena de especies reactivas más 
importante es la mitocondria. Este orgánulo es el principal 
responsable del aporte energético a la célula a través de la 
fosforilación oxidativa. En este proceso, la energía de oxidación 
derivada durante la reducción del O2 en la cadena de transporte 
de electrones, genera un gradiente electroquímico de protones 
a través de la membrana mitocondrial interna (ΔΨm: potencial 
de membrana mitocondrial) que permite la síntesis de ATP. Sin 
embargo, cuando este potencial es elevado, se produce un 






respiratoria, favoreciendo la reducción parcial del oxígeno con la 
consiguiente formación de ERO116.  
Asimismo, cualquier sistema enzimático con capacidad oxidativa 
puede generar ERO como subproductos de la reacción de 
transferencia electrónica. Éste es el caso del citocromo p450 (en 
el retículo endoplásmico), la xantina oxidasa (en los 
peroxisomas), o la NADPH oxidasa (en las membranas 
plasmáticas de los leucocitos), entre otras114. 
 
Ilustración 3. Fuentes de producción de ERO y ERN en la célula (Adaptada de Figueira 







2.2. Sistema de defensa 
antióxidante 
Las ERO desempeñan un papel fisiológicamente importante en 
el organismo, pues son necesarias para la producción de energía, 
la síntesis de compuestos biológicamente esenciales y la 
fagocitosis. Además, juegan un papel vital en las rutas de 
transducción de señales, de gran importancia para la 
comunicación y función de las células (Ilustración 4). No 
obstante, una producción incontrolada de ERO puede 
convertirse en fuente de enfermedad, dado que para 
estabilizarse estas especies dañan las estructuras de las 
macromoléculas (lípidos, proteínas y ácidos nucleicos), 
causando alteraciones en los procesos celulares que regulan su 







Ilustración 4. Esquema de producción de ERO y ERN, que incluye los tipos de especies 
reactivas, los orgánulos en los que se producen, y la función a nivel celular que 
desempeñan (Adaptada de Rahman et al. Advances in Bioscience and 
Biotechnology, 2012; 3:997-1019).  
 
Con objeto de prevenir los efectos lesivos de la producción in 
vivo de ERO y ERN, la evolución ha dotado a los organismos 
eucariotas de un sistema de defensa antioxidante complejo y 
eficaz. Este sistema está constituido por un grupo de sustancias 
que, al estar presentes en concentraciones bajas con respecto al 
sustrato oxidable, retrasan o previenen significativamente su 
oxidación, actuando así como eliminadoras (scavengers) y 






Entre los sistemas de defensa antioxidantes se incluyen los 
enzimáticos, que son capaces de metabolizar los ERO (Ilustración 
5), como la superóxido dismutasa (SOD) que cataliza la 
disimulación de ·O2‐ a H2O2, la catalasa (CAT) y el glutatión 
peroxidasa (GPx) que catalizan el metabolismo de H2O2 a H2O + 
O2.  
De ellos, el sistema del glutatión constituye uno de los 
mecanismos de defensa antioxidante intracelular más 
importante. En el proceso de detoxificación del H2O2, la GPx 
consume por oxidación el glutatión reducido (GSH), principal 
molécula antioxidante soluble y éste queda en su forma oxidada 
(GSSG)119. Así, es la glutatión reductasa (GRx) la encargada de 
regenerar el tripéptido en su forma reducida, empleando el 
coenzima nicotinamida adenina dinucleótido fosfato reducido 
(NADPH) como dador de electrones120,121,122,123. Este NADPH es 
suministrado por la glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa que media 
la oxidación de la glucosa-6-fosfato y del 6-fosfogluconato. Ésta 
es una vía principal del metabolismo de H2O2 en muchas células, 
por lo que es importante en la protección de los lípidos de 







Ilustración 5. Metabolismo del estrés oxidativo. Esquema de los mecanismos de 
defensa enzimáticos antioxidantes en células eucariotas  
A su vez, un extenso conjunto de sustancias químicas producidas 
de forma endógena conforman la defensa antioxidante de bajo 
peso molecular no enzimática, constituida por moléculas como 
el GSH y la coenzima Q10; por proteínas como la transferrina y 
la ceruloplasmina, y por moléculas exógenas, suministradas en 
la dieta, como la vitamina E, vitamina C, cofactores (Se, Zn, Mn) 
y compuestos naturales como carotenoides y flavonoides124,123. 
La vitamina C, o ácido ascórbico, es uno de los antioxidantes más 
poderosos y menos tóxicos. Participa en varios procesos 
biológicos como la hidroxilación del colesterol en el hígado. 
Además, debido a sus propiedades reductoras, mejora la 






otras funciones, también interrumpe la cadena de peroxidación 
lipídica125.  
La vitamina E o tocoferol, por su parte, es capaz de captar 
radicales del oxígeno, dando lugar al radical tocoferoxi, que 
puede ser regenerado por el ubiquinol, GSH y probablemente 
por la vitamina C126. 
Además, se ha estudiado que las enzimas antioxidantes SOD, 
CAT, GPx, GRd requieren oligoelementos (Cu, Zn, Mn, Fe, Se) 
para su biosíntesis. Por ello, la disponibilidad de estos elementos 
traza es una forma de regulación de las enzimas antioxidantes en 
respuesta al estrés oxidativo127.    
2.3. Desequilibrió del sistema 
óxidante-antióxidante 
En el cuerpo humano es necesario preservar un balance 
constante entre la producción de factores pro-oxidantes y los 
sistemas de defensa antioxidantes (Ilustración 6). No obstante, 
cuando se produce una ruptura del equilibrio a favor de los 
primeros, bien debido a un incremento de los niveles de 
radicales y especies reactivas o, por el contrario, a un déficit de 








Ilustración 6. Balance entre agentes pro-oxidantes y antioxidantes 
Este EO puede interrumpir el papel fisiológico de los oxidantes 
en la proliferación celular y defensa del huésped, a la vez que 
induce en la célula efectos tóxicos sobre las macromoléculas117. 
Además de estos efectos, un aumento en los niveles de ERO 
también puede constituir una señal de estrés que activa las vías 
específicas de señalización redox. Estas vías de señalización 
pueden tener funciones tanto dañinas, como potencialmente 
protectoras. 
El daño oxidativo (DO) es el daño celular producido por el estrés 







Por un lado, la peroxidación lipídica por los radicales libres 
provoca una reacción en cadena, en la que la oxidación de un 
ácido graso desencadena una serie de reacciones oxidativas que 
traen consigo un daño a las estructuras ricas en ácidos grasos 
poliinsaturados y, con ello, a la alteración de la permeabilidad de 
la membrana celular. La peroxidación lipídica se considera un 
factor muy importante en el envejecimiento de las células 
aeróbicas128. Se trata de un proceso continuo y fisiológico que 
actúa como renovador de las membranas biológicas en 
condiciones normales, pero su excesiva activación ha sido 
implicada en el desarrollo de varias condiciones patológicas. El 
principal biomarcador de DO en los lípidos producido por la 
peroxidación lipídica es el isoprostano. 
Por otro lado, las proteínas expuestas a los ERO pueden sufrir 
dos tipos de modificaciones químicas. Las primeras son, en su 
mayoría, irreversibles y se asocian a una pérdida permanente de 
la función, como la carbonilación (formación de aldehídos y 
cetonas), la nitración, la formación de enlaces proteína-proteína 
o la ruptura de enlaces peptídicos. Las segundas  son reversibles, 
se producen sobre las cisteínas, activando la función proteica o 
protegiendo el residuo de la oxidación129. El envejecimiento 
conlleva la acumulación de proteínas dañadas debido a que, con 






disminuye la capacidad de su degradación, o ambas a la vez130. 
El principal biomarcador de DO en las proteínas son las proteínas 
carboniladas. 
De manera similar, los radicales libres pueden interaccionar con 
todos los componentes del ADN, dando lugar a un gran número 
de productos. Como consecuencia, se producen fenómenos de 
mutagénesis que comprometen su estructura. El ADN dañado es 
reparado por enzimas que cortan la parte afectada, pero como 
las enzimas reparadoras no llegan a eliminar todas las lesiones, 
éstas se acumulan, con lo que el número de mutaciones 
aumenta con la edad131. El principal biomarcador de DO en el 
ADN es la base modificada 8-hidroxideoxiguanosina (8OHdG). 
Todo ello provoca una alteración de la homeostasis que ha de 
ser restaurada. La degradación de los lípidos y las proteínas 
oxidadas se produce mediante los mecanismos de recambio 
celular normales y, de igual forma, el ADN dañado ha de ser 
reparado. Así, la célula actúa restaurando dichas lesiones, 
activando diversos puntos de control del ciclo celular y, en última 
instancia, induciendo mecanismos de muerte celular, como la 







Ilustración 7. Efecto del estrés oxidativo y el sistema de defensa antioxidante 
(Adaptada de Rahman et al. Advances in Bioscience and Biotechnology, 2012; 3:997-
1019) 
En el proceso de necrosis, hay un desencadenante tóxico o 
patológico que afecta a la viabilidad de numerosas células 
vecinas. Además, se produce la rotura de la membrana 
plasmática, con la consiguiente liberación de material 
citoplasmático y escape al exterior de elementos tóxicos que 
contribuyen a la aparición de procesos inflamatorios. Por su 
parte, el mecanismo apoptótico es programado y únicamente 






cromatina, fragmentación del ADN y formación de cuerpos 
apoptóticos por condensación del citoplasma. Sin embargo, en 
este caso, no hay pérdida de integridad de la membrana, salvo 
un cambio en la simetría, que lleva a las células a exponer en la 
superficie algunos fosfolípidos como la fosfatidil-serina que 
favorecen la digestión de los cuerpos apoptóticos por 
fagocitosis, sin desencadenar una respuesta inflamatoria133. 
2.4. Relació n entre estre s 
óxidativó y enfermedad 
Además de haberse demostrado el papel del estrés oxidativo 
(EO) en el envejecimiento y muerte celular, en la actualidad, hay 
muchos estudios que lo relacionan con patologías de otra 
naturaleza. En referencia a las enfermedades cardiovasculares, 
se ha visto que el EO tiene relación con la hipertensión, la 
dislipemia, aterosclerosis, infarto de miocardio, angina de pecho 







Ilustración 8. Efecto del estrés oxidativo en el cuerpo humano (Adaptada de Rahman 
et al. Advances in Bioscience and Biotechnology, 2012; 3:997-1019) 
Asimismo, se ha estudiado su papel en enfermedades 
neurodegenerativas, como la enfermedad de Alzheimer, 
Parkinson, autismo, esquizofrenia, edema, o infarto cerebral123.  
También se le ha relacionado con enfermedades renales, 





















































oculares y cutáneas. Hay estudios que sugieren su papel en 
problemas de fertilidad, y en enfermedades como la fibromialgia 
y artritis reumatoide. En cuanto a las enfermedades del sistema 
circulatorio, el EO influye en la talasemia, hemocromatosis, 
hiperhomocistinemia, leucemia linfoblástica aguda y en la 
hipertensión123.   
Respecto a las patologías respiratorias, hay muchas 
observaciones que sugieren que el EO juega un papel importante 
en la patogenia del asma134,135,136. Se ha observado que su 
incremento en pacientes asmáticos se asocia con una función 
pulmonar disminuida y algunos estudios han sugerido que el 
desequilibrio oxidante-antioxidante en las vías respiratorias 
juega un papel crítico en la patogenia de la fibrosis pulmonar 
idiopática137,138.  
Por otra parte, se ha sugerido que las ERO pueden estimular 
oncogenes tardíos como los Jun y Fos. La sobreexpresión del 
primero se asocia directamente con el cáncer de pulmón139,140. 
Además, en los cánceres de pulmón, el gen p53 que se asocia 
con la producción de ERO, se ha visto que presenta 
mutaciones141.  
En el ámbito de las enfermedades raras respiratorias, nuestro 






Antitripsina presentan un desequilibrio entre las sustancias 
oxidantes-antioxidantes, demostrándose que existe una menor 


















3. Justificación del estudio, 
hipótesis y objetivos. 
 




3.1. Justificació n del estudió 
La inflamación es una respuesta del organismo ante la 
exposición a agentes infecciosos o estímulos antigénicos. En el 
proceso inflamatorio, las células fagocíticas como los neutrófilos 
y los macrófagos, y las no fagocíticas como los linfocitos, 
producen grandes cantidades de ERO y ERN para señalizar y 
eliminar dichos agentes143. No obstante, si el proceso 
inflamatorio es ineficiente y se hace crónico, se transforma en 
un proceso fisiopatológico que conlleva la producción 
desproporcionada de especies reactivas y, por consiguiente, un 
estrés oxidativo, que puede derivar en un incremento del riesgo 
a desarrollar enfermedades crónicas. De hecho, el EO induce la 
activación de factores de transcripción que producen 
mediadores de la inflamación, lo que supone un agravamiento 
de la respuesta inflamatoria144. 
En estudios previos, se ha revelado la estrecha relación de 
ambos procesos fisiopatológicos por presentarse de manera 
conjunta en múltiples patologías (aterosclerosis, enfermedades 
neurodegenerativas, cardiovasculares, diabetes, cáncer y 
envejecimiento)113. Esto pone de manifiesto la necesidad de 
describir las características fisiológicas celulares que puedan 
incidir en la expresión clínica de estos procesos. 




El estudio de la inflamación e infección de las vías respiratorias 
en pacientes con DCP ha permitido determinar mecanismos de 
daño tisular, midiendo neutrófilos, leucotrienos (LT) B4 e 
interleucina (IL) -8, así como el marcador de EO, 8-isoprostano, 
demostrándose que el estrés oxidativo se encuentra aumentado 
en el condensado de aire exhalado de niños con DCP145. 
Por todo ello, se plantea la necesidad de evaluar el perfil 
oxidativo de las células que componen el epitelio respiratorio, a 
fin de descifrar su papel en el proceso inflamatorio característico 
de la enfermedad. Si a esto se añade la dificultad en el 
diagnóstico de la enfermedad, determinante para muchos 
pacientes que permanecen sin diagnosticar, se hace necesario 
plantear si el estrés oxidativo podría constituir una herramienta 
en la detección de este proceso. 
Para ello es preciso determinar las especies reactivas que se 
generan en las células ciliadas, así como evaluar en ellas la 
función mitocondrial como posible fuente de producción. 
Debido a la elevada reactividad y relativa inestabilidad de los 
ERO y ERN, su detección en los sistemas biológicos resulta 
costosa113. Por ello, la determinación de estas moléculas se 
realiza a menudo de forma indirecta, valorando la generación de 
productos finales de la reacción de los ERO/ERN con 
componentes celulares, que servirán como marcadores del 




grado de oxidación. Entre estos se encuentran los productos de 
la peroxidación lipídica y los grupos carbonilo de la oxidación de 
las proteínas. 
3.2. Hipó tesis 
No existen actualmente en la literatura resultados definitivos de 
los perfiles de estrés oxidativo en el epitelio respiratorio de 
pacientes afectos de DCP. En el presente trabajo planteamos la 
hipótesis de que los pacientes con DCP presentan unos niveles 
de estrés oxidativo en el epitelio nasal respiratorio compatibles 
con la prooxidación. 
3.3. Objetivós 
El objetivo principal de este estudio es determinar los niveles de 
estrés oxidativo en las células del epitelio nasal humano de 
pacientes con DCP, y compararlos con los de voluntarios sanos.  
Para ello, los objetivos secundarios planteados son los 
siguientes: 
 Determinar, mediante citometría de flujo, los 
marcadores de EO en células del epitelio nasal de 
pacientes con DCP: niveles de apoptosis y muerte celular 
total; daño oxidativo sobre proteínas y lípidos; niveles de 




ERN y ERO totales y específicos de la mitocondria; de 
glutatión reducido (GSH); Ca2+ intracelular y potencial de 
membrana plasmático y mitocondrial; y masa 
mitocondrial. 
 Comparar los parámetros de EO entre pacientes con DCP 
y controles.  
 Valorar la asociación entre los parámetros de EO y las 




































4.1. Pacientes  
 Aspectos éticos 
Este proyecto de investigación se ha efectuado en la Unidad 
Central de Investigación Médica de la Fundación para la 
Investigación del Hospital Clínico Universitario de Valencia-
INCLIVA. El reclutamiento de pacientes y controles se ha llevado 
a cabo en el Servicio de Otorrinolaringología del Hospital General 
Universitario de Valencia (HGUV) y en la Unidad de Neumología 
Pediátrica del Hospital Clínico Universitario de Valencia (HCUV). 
El proyecto cuanta con la aprobación de los Comités de Ética e 
Investigación del HCUV y el HGUV (Anexos 1 y 2), y se ajusta a la 
legalidad vigente en cuanto a la confidencialidad de las muestras 
y al uso de las bases de datos. Los participantes han sido 
informados sobre el proyecto, y sólo se han incluido sujetos que, 
tras esa información, han firmado el consentimiento (Anexo 3); 
en el caso de menores, la firma la han efectuado sus 
representantes legales. Asimismo, todo el trabajo se ha regido 
por los Principios Éticos para las Investigaciones Médicas en 
Seres Humanos de la Declaración de Helsinki de la Asociación 
Médica Mundial de 1975146. 




 Anamnesis y evaluación 
general 
Toda la información de los sujetos de estudio se ha introducido 
en una hoja de recogida de datos (Anexo 4), donde se han 
registrado los siguientes parámetros: fecha de nacimiento, edad 
en el momento de la toma de muestra, edad de comienzo de la 
clínica (años), sexo, peso, talla, índice de masa corporal (IMC), 
problemas de fertilidad, hábito tabáquico, antecedentes 
familiares de DCP o rinosinusitis crónica. 
En referencia a la situación clínico-patológica de los pacientes, se 
ha valorado si presentan situs inversus, tos productiva crónica, 
rinorrea mucopurulenta, neumonías, bronquiectasias, 
atelectasias, asma, otitis, rinosinusitis, alergias o 
inmunodeficiencias.  
En relación al diagnóstico de DCP, en todos los pacientes se ha 
estudiado el patrón y frecuencia de batido ciliar a través de 
video-microscopía de alta velocidad y en aquellos en los que se 
ha podido se han medido los niveles de nNO y estudiado la 
ultraestructura ciliar a través de microscopía electrónica (Anexo 
5). 




 Población de estudio 
El estudio se ha realizado en pacientes y controles del HCUV y el 
HGUV, ajustados por edad y sexo, distribuidos según los criterios 
de inclusión que se describen a continuación: 
 Controles: Voluntarios sanos, no fumadores. Sin clínica 
respiratoria bronquial, enfermedad local o sistémica, 
alergias, o rinosinusitis. 
 Pacientes con DCP: Con signos y síntomas propios de la 
enfermedad (Anexo 4), confirmada con tests 
diagnósticos específicos (Anexo 5). Aunque la mayoría 
tenían estudio de la ultraestructura ciliar y niveles de 
nNO, se ha considerado condición indispensable para ser 
diagnosticado de DCP la alteración funcional del cilio. 
Los criterios de exclusión se extienden a los dos grupos de 
estudio mencionados e incluyen: presentar o haber presentado 
en los 3 meses previos artritis reumatoide, lupus eritematoso, 
enfermedad inflamatoria intestinal, diabetes mellitus y 
neoplasias, o cualquier tipo de cirugía; haber realizado ejercicio 
físico intenso en los 4 días anteriores a la toma de muestra, o 
haber consumido terapias antioxidantes en los 3 meses previos 
a dicha toma, ya que como se ha descrito anteriormente, todos 
estos antecedentes influyen en el estado redox. 




 Cálculo del tamaño muestral 
El tamaño muestral se calculó en base a la población española y 
a la prevalencia de la DCP en España. Se ha descrito que en 
España hay una prevalencia de DCP de  20,5 casos por millón de 
habitantes (1/30.000 niños)18. Siendo que la población española 
en 2015, según el dato oficial del Instituto Nacional de 
Estadística, fue de 46.624.382 habitantes, se consideró un 
tamaño poblacional de 955.800. Se estableció un margen de 
error de 16,60% (inferior al 20%) y un error  de 0,05. 
Utilizando dichos parámetros, se determinó que el número de 
pacientes a estudiar era de 35.  
 
4.2. Determinació n del perfil 
óxidativó mediante 
citómetrí a de flujó 
 Principios de la citometría de 
flujo 
La citometría de flujo es un método de análisis celular 
multiparamétrico que permite la medición de ciertas 
características físicas y químicas de las células o partículas 




suspendidas en un fluido, que producen una señal de forma 
individual al interferir con un rayo de luz. El impacto de cada 
célula con el rayo de luz produce señales que corresponden a 
diversos parámetros de la célula y que son recogidos por 
distintos detectores. 
El principio de esta tecnología conocida como Fluorescence 
Activated Cell Sorting (FACS), se basa en el paso de las células en 
suspensión, de manera alineada e individualizada, por un haz 
luminoso que provoca que cada célula, a la vez que dispersa la 
luz, emita fluorescencia como resultado de la excitación con 
láser a la que es sometida. Así, la información puede agruparse 
en: 
 Forward scatter (FSC), señal resultante de la dispersión 
frontal de la luz, cuya magnitud es aproximadamente 
proporcional al tamaño celular.  
 Side scatter (SSC), señal procedente de la dispersión 
lateral que es proporcional a la cantidad de estructuras 
granulares o a la complejidad de la célula  
 Intensidad de fluorescencia, resultante del marcaje 
específico de las células con fluorocromos que son 
excitados hasta emitir a una longitud de onda mayor que 
la de la fuente de luz. Los citómetros de flujo pueden 
medir distintas señales de fluorescencia de una misma 




célula a la vez, lo que le confiere la capacidad de medir 
una gran cantidad de parámetros con una muestra 
relativamente pequeña. 
 
Los aspectos de una célula que se miden por citometría de flujo 
se llaman parámetros. Algunos parámetros como el tamaño 
celular (forward scatter) o la complejidad interna celular (side 
scatter), son intrínsecos de la célula y no requieren ningún 
reactivo específico para su medida. Sin embargo, los parámetros 
extrínsecos sí que requieren la adición de moléculas o sondas 
fluorescentes para su medida147. 
 
Cada citómetro de flujo está conformado por tres sistemas 
(Ilustración 9): 
 El sistema de fluidos, que se encarga de facilitar el 
transporte de partículas al punto de análisis. Está basado 
en la presión y se encarga del transporte de las partículas 
hacia el sistema óptico, y del enfoque de éstas para el 
análisis de células individuales. 
 El sistema óptico, que está conformado por la óptica de 
iluminación y de colección. La primera está formada por 
láseres, espejos y lentes que enfocan los láseres a las 
partículas. La óptica de colección consiste en espejos y 
filtros ópticos que dirigen la luz a los detectores, que la 




recogen de las longitudes de onda que emiten los 
fluorocromos.  
 El sistema electrónico, que transforma la señal óptica en 
electrónica, y se encarga de procesar esta última hacia 
datos comprensibles e interpretables.  
 
 
Ilustración 9. Representación esquemática de los elementos que componen un 
citómetro de flujo (Fuente: 
www.biotechspain.com/es/tecnica.cfm?iid=1104a_tecnica_citometra; visto el 4 de 
abril de 2018). 
 Toma de muestras 
Las células del epitelio nasal de los pacientes con DCP se 
obtuvieron mediante cepillado nasal. Un cepillo de citología 
(Covaca SA CE2005, Madrid, España) se introdujo en la nariz del 
paciente, frotando suavemente el cornete nasal medio, que es 




el área con mayor densidad de células ciliadas. Se trata de una 
técnica mínimamente invasiva, indolora, rápida y exenta de 
riesgos. Las muestras se transportaban en Medio 199 (1X) con 
sales de Hanks, L-Glutamina y 500ml de HEPES 25mM (Gibco 
(Invitrogen 22350-029)), suplementado 1% con 
Penicilina/Estreptomicina [Gibco (Invitrogen 15070-063)]. Antes 
de cualquier marcaje para citometría, las muestras se filtraban 
con un filtro CellTrics® de 50µm (25004-0042-2317 Sysmex), y se 
contaban con el citómetro de flujo FACSVerse (BD Biosciences). 
 Reactivos 
Las sondas fluorescentes Bis-(Ácido Dibutilbarbitúrico) Trimetín 
Oxonol (DIBAC), FLUO-4, 5-clorometil fluorescein diacetato 
(CMFDA), 4-Amino-5-Metilamino-2’7’-Difluorescein Diacetato 
(DAF-FM DA), 2’7’-diclorodihidrofluoresceína (DCF), MitoSOXTM 
Red (MitoSOX), Mitotracker, BODIPY 665/676 C 11 (B665), 
Tetrametilrodamina (TMRM) y dihidrorodamina 1,2,3 
(DHR1,2,3), eran de Molecular Probes (Eugene, OR). La 
Dihidroetidina (HE), Ioduro de Propidio (PI), fluorescein 5-
tiosemicarbacida (FTC), 4’, 6’-Diamidino-2-fenilindol 
dihidroclorido (DAPI), y Mitocondria Peroxy Yellow 1 (MitoPY 1) 
eran de Sigma. La Anexina V era de Inmunostep (Salamanca, 
España). 




El DIBAC es una sonda fluorescente sensible al potencial, que es 
capaz de entrar en células despolarizadas y unirse a proteínas o 
membranas intracelulares. Un incremento en la despolarización 
da lugar a un flujo incrementado de la sonda aniónica, y a un 
consiguiente aumento de la fluorescencia. Al contrario, la 
hiperpolarización provoca un descenso de los niveles de 
fluorescencia. Las sondas DIBAC se excluyen de la mitocondria 
debido a su carga negativa, lo que las hace ideales para medir 
potenciales de membrana plasmáticos148. El FLUO-4 es una 
sonda fluorescente específica para detectar niveles de Ca2+ 
intracelular149. El CMFDA es un indicador del nivel de tioles 
reducidos intracelulares, que incluye el glutatión reducido,  
principal antioxidante celular150.  
El DAF-FM DA no es fluorescente hasta que reacciona con el NO, 
formando un benzotriazol fluorescente, lo que confiere a esta 
sonda especificidad para detectar los niveles de NO151.  El DCF es 
una sonda fluorescente que se usa comúnmente como indicador 
del estado REDOX celular para detectar niveles de peróxidos 
intracelulares. Esta sonda es un indicador de los niveles de 
peróxidos intracelulares, y no se oxida por O2-, NO y ClO- 152. El 
MitoSOX es un indicador que puede entrar en las células vivas, y 
específicamente en las mitocondrias, dónde es rápidamente 
oxidado por el O2-, siendo específico para detectar O2- 
mitocondrial153. El MitoTracker Green es una sonda fluorescente 




que se localiza en la mitocondria, independientemente del 
potencial de membrana mitocondrial, por lo que es un buen 
indicador de la masa mitocondrial154. Para medir la peroxidación 
lipídica se utiliza la sonda lipofílica BODIPY 665/676, que muestra 
un cambio en la emisión fluorescente tras la interacción con 
radicales peroxilo155. El Ψm se analiza con TMRM, una sonda 
fluorescente que se acumula dentro de la mitocondria en 
proporción directa al potencial de membrana mitocondrial156. La 
DHR 123 es un indicador de ERO sin carga y sin fluorescencia, 
que puede difundir pasivamente a través de las membranas, 
dónde se oxide a rodamina 123 catiónica, emitiendo 
fluorescencia en verde. Se activa por varias ERO, que incluyen el 
O2- y el ONOO-157.  
El O2- se detecta específicamente con HE, una sonda 
fluorescente que se oxida e hidroxila selectivamente por el O2- a 
2-OH-etidio, emitiendo fluorescencia cuando se une al ADN158. 
Los niveles de oxidación proteica se miden mediante el FTC, una 
molécula que emite fluorescencia verde cuando interacciona 
con los grupos carbonilo de las proteínas159,160. El MitoPY es una 
sonda fluorescente permeable a las células que se dirige 
selectivamente a las mitocondrias de las células vivas. Es 
específica para detectar H2O2 mitocondrial161.  




Las células muertas pueden comprometer el análisis de datos 
por citometría de flujo, especialmente cuando se están 
estudiando condiciones fisiológicas como es el caso del estrés 
oxidativo. Puesto que la viabilidad celular suele determinarse 
midiendo la capacidad de las células para excluir las sondas 
vitales, nosotros hemos descartado las células muertas de todos 
nuestros análisis mediante la adición de una sonda de unión al 
DNA (DAPI o PI, dependiendo del diseño particular)162.  
Además, el PI se usa -en combinación con la Anexina V- para 
determinar si las células son viables, apoptóticas o necróticas 
mediante diferencias en la integridad y permeabilidad de la 
membrana plasmática. Por un lado, el PI no marca células vivas 
o en apoptosis temprana, puesto que éstas mantienen la 
integridad de la membrana. En células en apoptosis tardía o 
necróticas, la integridad de las membranas plasmática y nuclear 
decrece, permitiendo al PI entrar, unirse a los ácidos nucleicos, y 
emitir fluorescencia roja. Por otro lado, la Anexina V es una 
proteína de unión a fosfolípidos dependiente del Ca2+ de 35-36 
kDa con gran afinidad por la fosfatidilserina, que se une a la 
fosfatidilserina expuesta en la superficie de las células 
apoptóticas163. 
Los fluorocromos se almacenaban a -20°C, a las siguientes 
concentraciones (diluidas en DMSO): FLUO-4 (50μM), DIBAC 




(100μM), CMFDA(10µM), DAF-FM DAF(1,25mM), DCF(1mg/ml), 
MitoSOX(0,5mM), Mitotracker(10μM), B665(1mM), 
TMRM(240μM), DHR1,2,3 (5mM), HE(1mg/ml), FTC(1mM), 
MitoPY (1mM), DAPI (1mg/ml). La Anexina V y el PI(1mg/ml) se 
guardaban a 4°C. 
Las concentraciones finales de trabajo eran: FLUO-4 (0,5μM), 
DIBAC (1,2μM), CMFDA (25nM), DAF-FM DAF(1µM), DCF 
(2,5μg/ml), MitoSOX (640nM), Mitotracker (78nM), B665 
(800nM), TMRM (600nM), DHR1,2,3 (100 μM), HE (2,5μg/ml), 
FTC (800nM), MitoPY (4μM), PI (8μg/ml), DAPI (800ng/ml).  
Además, se usaron distintos reactivos como controles de las 
medidas. El NOR-1 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas) se 
usó como dador de NO164. La Plumbagina para aumentar los 
niveles de O2- 165. La carbonilcianuro-p-
trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP) como desacoplador, para 
reducir el potencial de membrana166. El hidroperóxido Tert-butil 
(t-BHP), un oxidante químico, se utilizó como control de varios 
experimentos167. El ionóforo Ionomicina, altamente selectivo de 
Ca2+, para estimular el influjo de Ca2+. La menadiona para 
aumentar los niveles de carbonilación proteica168. El dietil 
maleato (DEM) produce  depleción de GSH cuando se conjuga 
con éste bajo la acción de la glutatión-S-transferasa150. El NOR-1 
procedía de Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas.  La 




Plumbagina, FCCP, t-BHP, DEM, menadiona e Ionomicina, eran 
de Sigma, St. Louis, MO. 
El NOR-1, Plumbagina, FCCP e Ionomicina se almacenaron a -
20°C, a las siguientes concentraciones (diluidas en DMSO): NOR-
1 (1mg/ml), Plumbagina (2,8mg/ml), FCCP (10mM), Ionomicina 
(1,338mM), DEM, menadiona (10mg/ml). El t-BHP, diluido en 
PBS, se guardó a 4°C a una concentración stock de 7,7mM. 
Las concentraciones de trabajo finales fueron: NOR-1(16μg/ml), 
Plumbagina (2,24μg/ml), FCCP (52μM), Ionomicina (50μM), DEM 
(20mM), menadiona (1mM) y t-BHP (100μM).  
 Marcaje fluorescente 
Las dos tablas que se muestran a continuación son un resumen 
de las concentraciones stock y de trabajo de los reactivos, así 
como de la temperatura de almacenaje, de los protocolos de 
incubación en los tubos basales y en los controles positivos, y de 
los citómetros, láseres y detectores específicos utilizados en 
cada medida.  
  




Tabla 3. Tabla resumen de los protocolos de citometría basales.  
Reactivo Medida [] stock 
Tª 



















507LP 8000 250µl 20 min 37°C 






505LP 8000 250µl 20 min 37°C 
CMFDA 
Tioles reducidos 




507LP 8000 250µl 20 min 37°C 






505LP 8000 250µl 20 min 37°C 
DCF 
Peróxidos 
intracelulares 1mg/mL -20°C 
2,5μg/m




507LP 8000 250µl 20 min 37°C 




665LP 8000 250µl 20 min 37°C 




Reactivo Medida [] stock 
Tª 






























735LP 12000 250µl 30 min 37°C 




560LP 8000 250µl 20 min 37°C 






505LP 12000 250µl 20 min 37°C 
HE O2- 1mg/mL -20°C 
2,5μg/m




665LP 8000 250µl 20 min 37°C 
FTC 
Carbonilación de 




507LP 8000 250µl 20 min 37°C 




Reactivo Medida [] stock 
Tª 

















507LP 8000 250µl 20 min 37°C 
DAPI Muerte celular 1mg/mL -20°C 
800ng/
mL FACS Verse 
Violeta 
(405nm) 448/45 8000 250µl 20 min 37°C 




560LP 12000 100µl 15 min RT 




507LP 12000 100µl 15 min RT 


























plasmático t-BHP 7,7mM 100μM 4°C 15 min 37°C 30 min 37°C 
FLUO-4 Ca2+ intracelular Ionomicina 1,338mM 50μM -20°C Cinética  Cinética  
CMFDA 
Tioles reducidos 
(GSH) DEM - 20mM -20°C 90 min 37°C 30 min 37°C 
DAF-FM 
DA NO NOR-1 1mg/mL 16μg/mL -20°C Cinética  Cinética  
DCF 
Peróxidos 
intracelulares t-BHP 7,7mM 100μM 4°C 15 min 37°C 30 min 37°C 




oxidados/reducidos t-BHP 7,7mM 100μM 4°C 15 min 37°C 30 min 37°C 
TMRM Ψm mitocondrial FCCP 10mM 52μM -20°C 15 min 37°C 30 min 37°C 



























2,24μg/mL -20°C Cinética  Cinética  
HE O2- PB 2,8mg/mL 2,24μg/mL -20°C 15 min 37°C 30 min 37°C 
FTC 
Carbonilación de 
proteínas Menadiona 10mg/mL 1mM -20°C 60 min 37°C 30 min 37°C 
MitoPY H2O2 mitocondrial t-BHP 7,7mM 100μM 4°C 15 min 37°C 30 min 37°C 




4.2.4.1. Incubaciones basales 
Cada tubo individual se preparaba con 8000 células, diluidas en 
PBS hasta un volumen total de 250µl. Se incubaron en oscuridad 
durante 20min a 37°C con una de las sondas fluorescentes 
indicadas (TMRM, DCF, HE, CMFDA, MitoSOX, Mitotracker, FTC, 
DIBAC, o MitoPY) y DAPI o PI, para excluir las células muertas. 
Además, se preparaba un tubo individual con 12000 células, 
diluidas en PBS hasta un volumen total de 250µl, e incubado 
durante 30 min a 37°C con B665. Las muestras fueron analizadas 
mediante citometría de flujo con los parámetros adecuados. 
4.2.4.2. Incubaciones controles positivos 
Además de los tubos basales, se incluyeron los controles 
positivos de todas las medidas. Para ello, los mismos 
fluorocromos se añadieron a los tubos previamente incubados 
con los respectivos inductores. El t-BHP se usó para la inducción 
en los tubos de B665, DCF, MitoPY y DIBAC; la PB se utilizó para 
los tubos de HE y MitoSOX; el DEM como control del CMFDA; la 
menadiona como control del FTC; y el FCCP como control del 
TMRM. Cada tubo se incubó en oscuridad durante 15 min 
(excepto la menadiona que se incubó durante una hora, y el DEM 
durante 90min), a 37°C, con sus respectivos inductores. 
Después, cada tubo individual se incubó en oscuridad durante 
30min a 37°C, con los respectivos fluorocromos y DAPI o PI para 




excluir las células muertas. Las muestras fueron analizadas 
posteriormente con el citómetro de flujo ajustado con los 
parámetros adecuados. 
4.2.4.3. Cinética de la generación de NO 
Se prepararon tubos individuales con 12000 células, diluidas en 
PBS hasta un volumen total de 250µl, se incubaron en oscuridad 
durante 20 min a 37°C con DAF-FM DA y DAPI para excluir células 
muertas. Las muestras fueron analizadas a posteriori con el 
citómetro de flujo ajustado con los parámetros adecuados, 
obteniendo así la fluorescencia basal. A continuación, la 
adquisición se paró 2 veces para añadir dos dosis del dador de 
NO, NOR-1, y se continuó la adquisición hasta los 300s. 
 
4.2.4.4. Cinética de la generación de ONOO- 
Se prepararon tubos individuales con 12000 células, diluidas en 
PBS hasta un volumen total de 250µl, y se incubaron en 
oscuridad durante 20 min, a 37°C, con DHR1,2,3 y DAPI para 
excluir las células muertas. Las muestras fueron analizadas a 
posteriori con el citómetro de flujo ajustado con los parámetros 
adecuados, obteniendo así la fluorescencia basal. A 
continuación, la adquisición se paró dos veces: para añadir PB, el 
dador de O2- y NOR-1, el dador de NO (puesto que el ONOO- se 




genera a partir de O2- y NO) y se continuó la adquisición hasta los 
200s.  
4.2.4.5. Cinética de la generación de Ca2+ 
Se prepararon tubos individuales con 12000 células, diluidas en 
PBS hasta un volumen total de 250µl.  Se incubaron en oscuridad 
durante 20 min, a 37°C, con FLUO-4 y DAPI para excluir las células 
muertas. Las muestras fueron analizadas a posteriori con el 
citómetro de flujo ajustado con los parámetros adecuados, 
obteniendo así la fluorescencia basal. A continuación, la 
adquisición se paró para añadir el ionóforo Ionomicina, y se 
continuó la adquisición hasta los 300s. 
4.2.4.6. Ensayo de apoptosis 
Se prepararon tubos individuales con 12000 células, diluidas en 
PBS hasta un volumen total de 100µl. Se incubaron en oscuridad, 
durante 15 min a temperatura ambiente, con Anexina V, PI y 
100µl de Annexin V binding buffer (previamente diluido 1/10 en 
PBS). Tras la incubación, se añadieron 300µl de la dilución 1/10 
de Annexin V binding buffer. Las muestras fueron analizadas a 
posteriori con el citómetro de flujo ajustado con los parámetros 
adecuados. 




 Configuración de los 
citómetros y análisis de datos  
Todos los ensayos por citometría de flujo se realizaron usando el 
citómetro FACSVerse (BD Biosciences), excepto la ratio entre 
lípidos oxidados y reducidos- que se llevó a cabo usando el 
citómetro FACSAria III (BD Biosciences)- y las cinéticas del NO, 
ONOO- y Ca2+, - que se realizaron con el LSR Fortessa X-20 (BD 
Biosciences). 
Se usaron los láseres Azul (488nm), Violeta (405nm), y Rojo 
(635nm). La fluorescencia del DCF, CMFDA, FTC, Mitotracker, 
Anexina V, DIBAC y MitoPY se recogió en un filtro 527/32 507LP. 
La fluorescencia del MitoSOX y HE en un filtro 700/54 665LP, y la 
del TMRM y PI con un filtro 586/42 560LP. La fluorescencia del 
DAPI en un filtro 448/45. La del B665 en unos filtros 586/42 
556LP y 780/60 735LP. La del DAF, DHR1,2,3 y FLUO-4 en un filtro 
530/30 505LP.  
El software BD FACSSuite se usó para la adquisición de datos en 
el citómetro FACSVerse, y el software FACSDiva 4.0 para los 
citómetros FACSAriaIII y LSR Fortessa X-20. El análisis off-line de 
los datos se hizo con el software FLOWJO V.10.1. 
 
 




4.3. Puesta a puntó del 
ana lisis del perfil 
óxidativó mediante 
citómetrí a de flujó  
Puesto que no existía experiencia previa en la determinación de 
los parámetros de estrés oxidativo en las células del epitelio 
nasal humano por citometría de flujo, y que se iban a determinar 
una gran variedad de ellos, previamente a la recogida de datos 
de los pacientes y controles hubo una compleja “puesta a punto” 
de la técnica. Además del ajuste de la cantidad de células, 
concentración de los reactivos y voltajes empleados, se 
utilizaron controles positivos para asegurar que cada uno de los 
parámetros a evaluar se determinaba correctamente. Los 
resultados de esa “puesta a punto” se exponen a continuación, 
en los distintos subapartados de esta sección. 
La figura 1 recoge la estrategia para el gating de poblaciones 
utilizada para todos los parámetros. Las células del epitelio nasal 
se seleccionaban inicialmente por morfología, mediante medida 
en el canal del Forward Scatter (FSC), que es un indicador del 
tamaño celular, y en el Side Scatter (SSC), que informa de la 
complejidad interna de las células (1A). Después se 
seleccionaban las células individuales del total de la población de 




células del epitelio nasal, descartando los dobletes, mediante la 
confrontación de la altura (High-FSC) frente al área (Area-FSC) 
del FSC (1B). De éstas células individuales, se excluían  las células 
muertas utilizando DAPI o PI como discriminadores (1C). 
 
Figura 1. Estrategia de gating utilizada para seleccionar la población de interés en el 
citómetro FACS Verse. 
 Función mitocondrial 
La siguiente tabla muestra los resultados de la detección de los 
niveles de potencial de membrana mitocondrial, masa 
mitocondrial y H2O2 y O2– mitocondriales tras haber incubado las 
células del epitelio nasal con los respectivos fluorocromos e 
inductores (en el caso de los controles positivos). La estrategia 
de gating utilizada ha sido la mencionada en el punto 4.3, y para 
discriminar las células muertas se ha utilizado DAPI en todos los 
tubos.  





Tabla 5. Tabla que muestra un ejemplo de los marcajes basales y los controles 
positivos para cada parámetro mitocondrial medido. Se muestran el número de 
eventos, porcentaje de células vivas tras la estrategia de gating, valores de 








A (uaf) Reactivos Parámetro 
1 1184 42,16%  2763 TMRM Potencial de 
membrana 
mitocondrial 2 984 42,48%  540 FCCP + TMRM 






4 996 49,73% 473  MitoPY H2O2 




6 1198 46,60%  750 Mitosox O2- 
mitocondrial 7 1086 45,81%  1108 PB + Mitosox 
 
 Generación de ERO y ERN 
La siguiente tabla muestra los resultados de la detección de los 
niveles de peróxidos intracelulares y O2- intracelular total tras 
haber incubado las células del epitelio nasal con los respectivos 
fluorocromos e inductores (en el caso de los controles positivos). 
La estrategia de gating utilizada ha sido la mencionada en el 
punto 4.3 y para discriminar las células muertas se ha utilizado 
DAPI en todos los tubos.  
 





Tabla 6. Tabla que muestra un ejemplo de los marcajes basales y los controles 
positivos para los peróxidos intracelulares y el O2- total. Se muestran el número de 
eventos, porcentaje de células vivas tras la estrategia de gating, valores de 









(uaf) Reactivos Parámetro 
1 1037 47,16% 573  DCF Nivel 
intracelular 
peróxido 2 925 52,05% 1010  t-BHP + DCF 
3 1044 42,35%  694 HE Nivel 
intracelular 
de O2- 4 968 40,46%  1101 PB + HE 
 
Para el seguimiento en tiempo real de la generación de NO, se 
diseñó una cinética. Como se ha descrito en la sección de 
Material y métodos, las células se incubaron previamente con 
DAF y DAPI. Las células del epitelio nasal humano se 
seleccionaron en base a su morfología. De ésta población se 
escogieron las células individuales, eliminando los dobletes y se 
descartaron las células muertas en base al marcaje con DAPI. Se 
empezó la adquisición de la muestra para obtener la 
fluorescencia basal. Tras ello, la adquisición se paró dos veces, 
para añadir dos dosis de NOR-1, el dador de NO, continuando 
después la adquisición hasta los 300s. La cinética de generación 
de NO se muestra en la ilustración 10A, y los porcentajes de 
gating y los valores de fluorescencia para el DAF, en la 10B. 






Ilustración 10. 10A) Cinética de generación de NO, en la que se ven los dos puntos 
en los que se ha parado la adquisición para añadir las dos dosis de NOR-1, 
inductor de NO. 10B) Tabla en la que se muestran los porcentajes de gating y los 
niveles de fluorescencia para el DAF (indicadores de los niveles de H2O2), que 
aumentan con el paso del tiempo. 
 
 
De forma similar, para el seguimiento en tiempo real de la 
generación de ONOO- intracelular, se diseñó una cinética. Como 
se ha descrito en la sección de material y métodos, las células se 




incubaron previamente con DHR1,2,3 y DAPI. Las células del 
epitelio nasal humano se seleccionaron en base a su morfología. 
De ésta población, se escogieron las células individuales, 
eliminando los dobletes, y se descartaron las células muertas en 
base al marcaje con DAPI. Se empezó la adquisición de la 
muestra para obtener la fluorescencia basal. Tras ello, la 
adquisición se paró para añadir PB, el dador de O2-, 
continuándose después. Se volvió a parar para añadir NOR-1, el 
dador de NO y se continuó hasta los 200s. La cinética de 
generación de ONOO- a partir de O2- y NO se muestra en la 
ilustración 11A, y los porcentajes de gating y los valores de 
fluorescencia para la DHR1,2,3, en la 11B. 
 
 






Ilustración 11. 11A) Cinética de generación de ONOO-, en la que se ven los dos 
puntos en los que se ha parado la adquisición para añadir la PB, dador de O2-, y el 
NOR-1, inductor de NO. 11B) Tabla en la que se muestran los porcentajes de 
gating, y los niveles de fluorescencia para la DHR123 (indicadores de niveles de 
ONOO-), que aumentan con el paso del tiempo 
 Detección de GSH 
La siguiente tabla muestra los resultados de la detección de los 
niveles de GSH total tras haber incubado las células del epitelio 
nasal con CMF y DEM (en el caso de los controles positivos). La 




estrategia de gating utilizada ha sido la mencionada en el punto 
4.3, y para discriminar las células muertas se ha utilizado DAPI.  
Tabla 7. Tabla que muestra un ejemplo de los marcajes basales y los controles 
positivos para los niveles de GSH (en este caso se ha utilizado DEM, un deplecionador 
de GSH). Se muestran el número de eventos, el porcentaje de células vivas tras la 
estrategia de gating, los valores de fluorescencia arbitrarios para cada marcaje, los 
reactivos utilizados, y el parámetro que miden. 
Muestra Eventos % células vivas 
Media GSH-FITC 
(uaf) Reactivos Parámetro 
1 2952 51,16% 1216 CMF GSH 
  2 2848 41,26% 261 DEM + CMF 
 Detección del potencial de 
membrana plasmático y los niveles 
de Ca2+ intracelular 
Para el seguimiento, en tiempo real, de la generación de Ca2+ 
intracelular, se diseñó una cinética. Como se ha descrito en la 
sección de material y métodos, las células se incubaron 
previamente con FLUO-4 y DAPI. Las procedentes del epitelio 
nasal humano se seleccionaron en base a su morfología. De ésta 
población, se separaron las células individuales, eliminando los 
dobletes, y se descartaron las células muertas en base al marcaje 
con DAPI. Se empezó la adquisición de la muestra, para obtener 
la fluorescencia basal. Tras ello se paró para añadir el ionóforo 
Ionomicina, altamente selectivo para el Ca2+ intracelular, 
continuando después la adquisición hasta los 600s. Los 




porcentajes de gating y los valores de fluorescencia para el 
FLUO-4 se muestran en la ilustración 12. 
 
Ilustración 12. Tabla en la que se muestran los porcentajes de gating, y los niveles 
de fluorescencia para el Ca2+ intracelular, que aumentan con el paso del tiempo 
por la acción del ionóforo. 
 
La siguiente tabla muestra los resultados de la detección de los 
niveles potencial de membrana plasmático tras haber incubado 
las células del epitelio nasal con DIBAC y t-BHP (en el caso de los 
controles positivos). La estrategia de gating utilizada ha sido la 
mencionada en el punto 4.3, y para discriminar las células 









Tabla 8. Tabla que muestra un ejemplo de los marcajes basales y los controles 
positivos para los niveles de potencial de membrana plasmático (PMP). Se muestran 
el número de eventos, porcentaje de células vivas tras la estrategia de gating, 
valores de fluorescencia arbitrarios para cada marcaje, reactivos utilizados, y el 
parámetro que miden. 
Muestra Eventos % células vivas 
Media 
DIBAC-FITC 
(uaf) Reactivos Parámetro 
1 1857 40,81% 740 DIBAC 
PMP 
2 1769 40,93% 115 t-BHP + DIBAC 
 
 Análisis del daño oxidativo 
sobre proteínas y lípidos 
La siguiente tabla muestra los resultados de la detección de los 
niveles de proteínas carboniladas tras haber incubado las células 
del epitelio nasal con FTC y menadiona (en el caso de los 
controles positivos). La estrategia de gating utilizada ha sido la 
mencionada en el punto 4.3, y para discriminar las células 
muertas se ha utilizado DAPI.  
Tabla 9. . Tabla que muestra un ejemplo de los marcajes basales y los controles 
positivos para los niveles de proteínas carboniladas. Se muestran el número de 
eventos, porcentaje de células vivas tras la estrategia de gating, valores de 






(uaf) Reactivos Parámetro 
1 984 43,36% 7806 FTC Proteínas 
carboniladas 2 1151 46,04% 15045 Menadiona + FTC 
 




La figura 2 muestra la estrategia para la detección, gating y 
medida de los valores de fluorescencia correspondientes a los 
niveles de peroxidación lipídica en las células del epitelio nasal 
humano, tras su incubación con B665. Las células del epitelio 
nasal se seleccionaron por morfología, después se eliminaron los 
dobletes, y se determinaron los niveles de fluorescencia para el 
B665. La tabla 10 recoge los resultados de una muestra, que se 
incubó previamente con t-BHP, y después con B665. 
 
Figura 2. Estrategia de gating utilizada para seleccionar la población de interés en el 
citómetro FACS Aria.  
Tabla 10. Tabla que muestra un ejemplo de los marcajes basales y los controles 
positivos para los niveles de peroxidación lipídica. Se muestran el número de 
eventos, el porcentaje de células vivas tras la estrategia de gating, los valores de 







PE/APC Reactivos Parámetro 
1 4957 52,15% 7806 B665 Peroxidación 
lipídica 2 4314 54,98% 15045 t-BHP + B665 




 Detección de los niveles de 
apoptosis y muerte celular 
La ilustración 13 recoge los niveles de muerte celular en las 
células del epitelio nasal humano tras marcar las muestras con 
AnexinaV y PI, como se describe en la sección de Material y 
Métodos. Las células del epitelio nasal se seleccionaron por 
morfología. Después, se escogieron las células individuales, 
descartando dobletes. El gating para las poblaciones de Anexina 
V-/PI- (vivas), Anexina V+/PI- (apoptosis temprana), Anexina V-
/PI+ (apoptosis tardía), Anexina V+/PI+ (necrosis) se muestra en 
la ilustración 13. 
 
Ilustración 13. Gating para las poblaciones de Anexina V-/PI- (vivas), Anexina 








4.4. Ana lisis estadí sticó 
El análisis estadístico se ha llevado a cabo con los softwares 
GraphPad Prism versión 6.0 para Windows (La Jolla, California, 
Estados Unidos) y R para Windows (Boston, Massachusetts, 
Estados Unidos)169. 
En todos los test se ha establecido un nivel de significación 
estadística, que representa la probabilidad de rechazar la 
hipótesis nula cuando es verdadera, del 5% (=0,05). 
 Comparación de variables 
categóricas. 
Para el análisis de una variable categórica, con dos categorías 
entre dos grupos, se han usado tablas de contingencia, una 
tabla de frecuencias absolutas que recoge cuántos datos se han 
observado en cada categoría y en cada uno de los grupos. En este 
trabajo se han utilizado dichas tablas para el análisis del sexo en 
los grupos de pacientes y de controles. Para analizar las tablas 
de contingencia, se han utilizado test de homogeneidad 
aplicando el test Chi-cuadrado (χ2). En este test, la H0 indica 
igualdad de proporciones en los dos grupos, y la HA que las 
proporciones no son iguales en ambos grupos. Si en el test 




aplicado se obtenía un p-valor < , se consideraba que había 
evidencias estadísticas suficientes para rechazar la H0. 
 Comparación de las medias de 
dos poblaciones. 
Se han realizado test estadísticos para comparar una variable 
cuantitativa entre dos grupos, como los formados por pacientes 
con DCP frente a los controles, y dentro del grupo de pacientes: 
niños frente a adultos, hombres frente a mujeres, y presencia o 
ausencia de un síntoma determinado. En este test, la H0 indica 
que no hay diferencias entre medias, y la HA que las medias de la 
variable estudiada son distintas entre los dos grupos. Si en el test 
aplicado se obtenía un p-valor <, se consideraba que había 
evidencias estadísticas suficientes para rechazar la H0. 
Previa a la elección del test adecuado, se ha comprobado que se 
cumple la aleatoriedad de los datos mediante el test de rachas. 
En este test, la H0 indica que la muestra es aleatoria, es decir que 
las observaciones son independientes; mientras que la HA 
indicaría que no son independientes.  
Con la finalidad de elegir el test estadístico adecuado para la 
realización del contraste de hipótesis, previamente se ha 
comprobado si había normalidad bien en ambos grupos o bien 




en la distribución en el muestreo de la media. Para establecer 
comparaciones entre el grupo de pacientes y el de controles, 
puesto que ambas muestras tenían un tamaño suficientemente 
grande (n>30) para aplicar el Teorema Central del Límite, se ha 
asumido normalidad en la distribución en el muestreo de la 
media. En casos particulares en los que la muestra era de menor 
tamaño, la normalidad de los grupos se ha estudiado mediante 
el test de Shapiro-Wilk: 
 En los casos en los que no se cumplía el supuesto de 
normalidad, el contraste de hipótesis se ha realizado con 
el test no paramétrico de Mann-Whitney para comparar 
medianas entre dos muestras. 
 En los casos en los que se cumplía el supuesto de 
normalidad, se ha contrastado si había 
homocedasticidad o igualdad de varianzas mediante el 
test de Levene: 
o Si se cumplía la hipótesis nula (igualdad de 
varianzas), se ha aplicado el test t-Student para 
dos muestras independientes.  
o Si, por el contrario, había evidencias estadísticas 
suficientes para rechazar la hipótesis nula, es 
decir, no había igualdad de varianzas, se ha 
aplicado el test t-Student para varianzas 
distintas.  




 Comparación de más de dos 
medias: comparaciones múltiples. 
Para las comparaciones de una variable cuantitativa entre más 
de dos grupos se han realizado contrastes estadísticos para 
verificar si se cumplía la hipótesis nula (H0=no hay diferencias 
entre los grupos con respecto a la variable estudiada) a partir de 
nuestros datos, o si había evidencias estadísticas de lo contrario. 
Con un p-valor <  se ha considerado que había evidencias 
estadísticas suficientes para rechazar la H0. Dichos test se han 
aplicado para estudiar las diferencias en las variables de interés, 
entre los pacientes con distintos patrones de movilidad ciliar. 
Al igual que con las comparaciones entre dos grupos, para la 
elección del test estadístico adecuado para la realización del 
contraste de hipótesis, previamente se ha comprobado que 
había independencia entre las observaciones, es decir, que 
había aleatoriedad en nuestras muestras mediante el test de 
rachas. Además, se ha contrastado si había normalidad 
mediante el test de Shapiro-Wilk, ya que en este caso el número 
de pacientes era menor que 30: 
 En los casos en los que no se cumplía el supuesto de 
normalidad, el contraste de hipótesis se ha realizado con 
el test no paramétrico de Kruskal-Wallis para comparar 
medianas de más de dos poblaciones.  




 En los casos en los que sí se cumplía el supuesto de 
normalidad, se ha contrastado si había 
homocedasticidad o igualdad de varianzas mediante el 
test de Levene: 
o Si se cumplía la H0 (igualdad de varianzas), se ha 
aplicado el test ANOVA para comparar medias de 
más de dos poblaciones.  
o Si por el contrario había evidencias estadísticas 
suficientes para rechazar la hipótesis nula, es 
decir, no había igualdad de varianzas, se ha 
aplicado el test de Welch, o ANOVA para 
comparar medias de más de dos poblaciones con 
varianzas distintas.  
 Correlación entre dos 
variables continuas.  
El coeficiente de correlación se ha utilizado para la búsqueda de 
posibles relaciones o asociaciones entre variables cuantitativas 
continuas medidas en individuos de un mismo grupo (en nuestro 
caso, el grupo de pacientes con DCP).  
Para el estudio de la posible relación entre las dos variables 
numéricas de interés, los datos se han representado en 
diagramas de dispersión. Y para analizar el grado de relación 




lineal entre dichas variables, se ha utilizado el coeficiente de 
correlación lineal o de Pearson (), una medida relativa que no 
depende de las unidades en las que están medidas las variables, 
y que toma valores entre -1 y 1. El signo sólo es indicativo del 
tipo de relación: toma valores positivos cuando la relación es 
directa, y negativos cuando la relación es inversa, mientras que 
una correlación de 0 significa que hay ausencia total de relación 
lineal. En los análisis de correlación, la H0 significa que no hay 
relación lineal entre las dos variables. Un p-valor < indica que 
hay evidencias estadísticas suficientes para rechazar la hipótesis 
nula, y que, por tanto, existe relación lineal entre las dos 
variables.  
 Árboles de clasificación o 
decisión 
Con el fin de clasificar a los individuos del estudio (pacientes o 
controles) basándonos en los valores de determinadas variables 
medidas en dichos individuos (parámetros del perfil oxidativo), 
se han estudiado distintos Modelos de Clasificación 
Multivariada170.  
En este caso concreto, la variable dependiente a predecir es 
cualitativa (grupo de pacientes y controles), y el objetivo del 
modelo es predecir la clasificación que le correspondería a un 




individuo nuevo con cierto perfil de valores en las variables 
explicativas (cuantitativas continuas).  
El Análisis Discriminante es una de las técnicas más utilizadas en 
estos tipos de clasificaciones, ya que permite analizar las 
diferencias entre grupos de individuos previamente definidos 
mediante una función lineal o cuadrática de las variables. Este 
análisis posibilita emplear luego esa función para predecir la 
pertenencia de una nueva observación a uno de los dos grupos. 
No obstante, el Análisis Discriminante sólo debe aplicarse 
cuando las variables independientes siguen una distribución 
normal multivariante y se cumple la igualdad de la matriz de 
varianzas covarianzas en los grupos (homocedasticidad)171.   
Una vez comprobado que las muestras incluidas en este estudio 
no cumplían dichas condiciones de aplicabilidad, se ha utilizado 
el árbol de decisión o clasificación, que es un método no 
paramétrico alternativo de clasificación172. Los árboles de 
clasificación y regresión (CART) son técnicas exploratorias de 
datos cuyo objetivo fundamental es encontrar reglas 
clasificatorias y predictivas173.  





Ilustración 14. Ejemplo de árbol de decisión (Fuente: 
https://medium.com/@jboscomendoza/arboles-de-decisión-con-r-clasificación-
c6c583b16125; visto el 28 de mayo de 2018). 
 
Los árboles de decisión tipo CART (Ilustración 14) están basados 
en reglas de decisión que van desplegándose en forma de árbol 
binario. En cada nodo se plantea, para una variable, dos 
alternativas posibles que se van sucediendo hasta que se llega a 
la construcción final del árbol. Así, en cada nodo de decisión se 
comprueba si el valor de dicha variable es mayor o menor que 
cierto valor específico. Si la premisa no se cumple, se sigue la 




rama de la derecha y si se cumple, la de la izquierda. De este 
modo, cada nodo divide los datos en dos grupos mutuamente 
excluyentes. Para la selección del árbol óptimo, el programa 
realiza 3 pasos:  
1. Construcción del árbol maximal. 
2. Poda del árbol, en la que se eliminan las particiones que 
menos aportan para explicar la respuesta.  
3. Selección del árbol óptimo mediante un procedimiento 
de validación.  
Para analizar la capacidad de predicción del árbol de decisión 
elegido, se ha dividido la muestra en dos grupos al azar: 
 Muestra de entrenamiento (70% de los individuos): Es 
aquella en la que se apoya el programa para construir el 
árbol óptimo, conociendo a priori a qué grupo pertenece 
cada individuo. 
 Muestra de prueba (30% de los individuos): Se utiliza a 
posteriori para la validación del modelo, sin saber a qué 
grupo pertenece cada individuo.  
Tras la construcción del árbol óptimo con la “muestra de 
entrenamiento”, se ha empleado la “muestra de prueba” para la 
validación del modelo. Para ello, se ha llevado a cabo el análisis 
estadístico curva ROC que permite determinar la exactitud 




diagnóstica de un test. A partir del árbol óptimo seleccionado, la 
curva ROC proporciona los valores de sensibilidad (probabilidad 
de clasificar como paciente un individuo que padece la 
enfermedad) y especificidad (probabilidad de dar negativo en un 
individuo que no padece la enfermedad), así como su capacidad 
discriminativa. La capacidad discriminativa del test se determina 
mediante el área bajo la curva (AUC), que es un indicador de la 
probabilidad de que ante un par de individuos, uno enfermo y 






























En el estudio han participado 35 pacientes y 35 controles, cuyas 
características demográficas se incluyen en la tabla 11.  
Tabla 11. Datos demográficos de los grupos de pacientes y controles. El sexo se 
expresa como valores absolutos y como porcentajes de mujeres y hombres. La edad 
se expresa como media y desviación típica de los años. La última columna muestra 
el p-valor de los contrastes de hipótesis (Chi-cuadrado para el sexo y t-student para 
la edad).  
  CONTROLES  PACIENTES         p-valor 
Número de sujetos 35 35 - 
Género (nº hombres / nºmujeres) 17/18 20/15 
0,6324 
( %hombres / % mujeres) 48,57/51,43% 57,14/42,86% 
Edad (años) 26,73 ± 9,51 27,09 ± 20,12 0,2258 
 
Vemos que, de los 35 controles incluidos en el estudio, 17 son 
hombres (48,57%) y 18 son mujeres (51,43%), mientras que en 
el grupo de pacientes 20 son hombres (57,14%) y 15 mujeres 
(42,86%) (figura 3a). La media de edad en el grupo de pacientes 
es de 27,09 años (rango de 0 a 63), mientras que en el grupo 
control es de 26,73 años (rango de 15 a 60) (figura 3b). Los p-
valores de los contrastes de hipótesis, Chi-cuadrado para 
variables categóricas en el caso del sexo y t-student para 
comparación de medias de dos muestras en el caso de la edad, 
indican que no hay diferencias estadísticamente significativas 






Figura 3. El primer gráfico (3a), es un diagrama de barras que muestra el número de 
mujeres y hombres incluidos en el grupo de pacientes y en el de controles. El 
segundo (3b) es un diagrama de cajas que muestra la mediana, Q1, Q3, máximos y 
mínimos de las edades de los pacientes y controles incluidos en el estudio.  
En el grupo de pacientes, se han recogido distintos datos 
relacionados con la enfermedad, como la edad en el momento 
del diagnóstico y las manifestaciones clínicas, y los resultados de 
distintas pruebas diagnósticas. En todos los pacientes incluidos 
en el estudio se ha valorado el patrón y frecuencia de la 
movilidad ciliar; en 22 de ellos la ultraestuctura de los cilios; y en 
20 los niveles de nNO. Éstos datos se incluyen en las tablas 12, 





Tabla 12. Tabla que muestra los datos recogidos de los pacientes. La edad, IMC, edad 
en el momento del diagnóstico y los niveles de nNO se muestran como media y 
desviación típica en la primera columna, y los valores máximos y mínimos en la 
segunda columna. El resto de datos se expresan en valores absolutos en la primera 
columna y como porcentajes en la segunda columna. 
Características pacientes 
(n=35) 
Valores absolutos o 
(media ± SD) 
Porcentajes o 
(max-min) 
Sexo (hombres / mujeres) 20/15 57,14/42,86% 
Edad (años)  (27,09 ±  20,12) (0-63) 
Número de niños (0-17 años) 16 45,71% 
Número de adultos (18-63 
años) 
19 54,29% 
IMC (kg/m2) (22,53 ± 5,00) (15,02-31,61) 
Edad en el momento del 
diagnóstico (años) 
(19,56 ± 18,38) (0-57) 
Situs inversus 9 25,71% 
Tos productiva crónica 31 88,57% 
Bronquiectasias 15 42,86% 
Atelectasias 11 31,43% 
Asma 10 28,57% 
Otitis 21 60,00% 
Rinosinusitis 18 51,43% 
Neumonías 20 57,14% 
Niveles de nNO (ppb) (741,15 ± 1332,51) (5,00-4508,00) 
 
La tabla 12 recoge el porcentaje de hombres y mujeres dentro 
del grupo de pacientes con DCP, así como la edad media en el 
momento de la toma de la muestra. Asimismo, se aprecia que, 
de los 35 pacientes, 16 eran niños (45,71%) de edades 
comprendidas entre 0 y 17 años, y 19 adultos (54,29%) de 
edades entre 18 y 63 años. Vemos que la media del IMC es de 





años. Además se aprecia, que 9 de los pacientes de nuestra 
muestra (25,71%) presentan situs inversus, 31 (88,57%) tos 
productiva crónica, 15 (42,86%) bronquiectasias, 11 (31,43%) 
atelectasias, 18 (51,43%) rinosinusitis crónica, 10 (28,57%) asma 
de difícil control, 21 (60,00%) otitis recurrentes y 20 (57,14%) 
neumonías.  
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Figura 4. Diagrama de dispersión que muestra los valores de media y desviación 
típica (SD) de los niveles de nNO (en ppb) en el grupo de pacientes. Los puntos 
reflejan los valores que toma la variable para cada paciente. 
La media de los valores de nNO obtenidos en los pacientes con 
DCP es de 741,15ppb (rango de 5,00 a 4508,00), cifra 
anormalmente alta respecto a los habitualmente detectados en 
esta enfermedad. Sin embargo, estos valores se han visto 
sesgados por los obtenidos en 4 casos cuyas cifras de nNO son 
anormalmente altas (figura 4), lo que hace pensar que, de utilizar 
esta determinación como única prueba diagnóstica, no se 





Excluyendo estos 4, la media de los valores de nNO obtenidos en 
el grupo de pacientes con DCP sería de 94,5064,50 ppb, lo que 
ya concuerda con los valores bajos descritos en este tipo de 
patología. 
Tabla 13. Tabla que muestra el número de pacientes (y porcentaje sobre el total de 
los 22 en los que se cuenta con ultraestructura), que presentan defectos en ambos 
brazos, Externos e Internos de Dineína (BED y BID); sólo en los BID; desorganización 
de los microtúbulos (MT); transposición; déficit parcial de dineína o ultraestructura 
normal. 






BED y BID 6 27,27% 
BID 7 31,82% 
Desorganización de MT 2 9,09% 
Transposición 1 4,55% 
Déficit parcial de dineína 3 13,64% 
Normal 3 13,64% 
 
La tabla 13 muestra que 27,27% de los 22 pacientes con DCP en 
los que se dispone de su ultraestructura ciliar, presenta pérdida 
completa de los BED y BID; 31,82% tiene, únicamente, pérdida 
completa de los BID; 9,09% desorganización de los MT; 4.55% 
una transposición, y 13, 64% un déficit parcial de dineína, 
mientras que en el 13,64% la ultraestructura ciliar es normal.  
En la tabla 14 se recoge el número (y porcentaje del total de los 
35 pacientes) con cada uns de las alteraciones del patrón o/y 





con movimiento vibrátil; con amplitud reducida e 
incoordinación, así como aquellos con patrón normal pero 
frecuencia de batido reducida.  
Tabla 14. Tabla que muestra el número (y porcentaje) del total de pacientes 
estudiados con sus distintos patrones y frecuencias de batido ciliar. 




Cilios inmóviles 9 25,71% 
Movimiento vibrátil 11 31,43% 
Amplitud reducida e incoordinación 9 25,71% 





5.2. Cómparació n del perfil 
óxidativó de las ce lulas 
del epitelió respiratórió 
nasal entre pacientes y 
cóntróles 
Tras la puesta a punto del análisis del perfil oxidativo en las 
células del epitelio nasal humano, se incluyeron en el estudio un 
total de 35 pacientes y 35 controles a los que se les analizaron 
todos los parámetros explicados en la sección 5.2. La tabla 15 





parámetro en los grupos de pacientes y controles, así como el p-
valor de las comparaciones entre grupos.  
Tabla 15. Tabla que incluye las medias y desviaciones típicas de todos los parámetros 
de estrés oxidativo medidos en el grupo de pacientes y controles, además de cada 
p-valor de los contrastes de hipótesis para evaluar las diferencias entre ambos 
grupos. El estadístico de contraste utilizado en todos los casos, ha sido la t-student, 
ya que al tener una n >30 en ambos grupos, según el Teorema Central del Límite, se 




PACIENTES (n=35) p-valor 
Niveles de apoptosis (%) 20,59 ± 18,97 10,01 ± 7,80 0,0036 
Células vivas (%) 45,73 ± 16,50 72,04 ± 17,36 <0,0001 
Ca2+intracelular  (unidades de 
fluorescencia arbitrarias (uaf)) 
116,80 ± 53,55 111,20 ± 60,27 0,6802 




748,10 ± 534,30 0,9566 
NO total (uaf) 
132,70 ± 
265,60 
53,66 ± 33,79 0,0076 
Peróxidos intracelulares (uaf) 484,90 ± 409,2 823,20 ± 841,30 0,2057 
O2- total (uaf) 
469,70 ± 
406,70 
273,00 ± 172,90 0,0176 
ONOO- total (uaf) 29,04 ± 16,27 18,64 ± 14,24 0,0071 
H2O2 mitocondrial (uaf) 
490,50 ± 
237,40 
270,10 ± 133,1 <0,0001 
O2- mitocondrial (uaf) 
155,10 ± 
108,60 
74,56 ± 63,04 0,0004 
Masa mitocondrial (uaf) 
1723,00 ± 
947,50 
2314,00 ± 877,70 0,0091 








1463,00 ± 653,70 0,8673 
Proteínas carboniladas (uaf) 
1694,00 ± 
1224,00 
2147,00 ± 1298,00 0,1371 
Peroxidación lipídica (uaf) 
189,30 ± 
163,70 






 Detección de los niveles de 
apoptosis y muerte celular 
En referencia al número de células vivas, la media de los 
porcentajes en el grupo de controles es de 45,73, mientras que 
en el grupo de pacientes es de 72,04. El p-valor es inferior a 
0,0001, lo que aporta una evidencia estadística suficiente para 
rechazar la H0 y poder afirmar, por tanto, que los pacientes 
tienen unos porcentajes de células vivas significativamente 
mayores que los controles (figura 5). 
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Figura 5. Diagrama de dispersión que muestra los valores de la media y desviación 
típica de los porcentajes de células vivas en las muestras de pacientes y controles. 
Además, se recoge el p-valor obtenido del estadístico de contraste t-student que al 
ser inferior a 0,0001 (p<) indica que hay evidencias estadísticas suficientes para 
rechazar la H0 de igualdad de medias. 
En el caso de los niveles de apoptosis total, tanto temprana 
como tardía, la media de los porcentajes en el grupo de controles 





El p-valor resultante del test t-student es de 0,0036 (p<), lo que 
nos indica que los pacientes tienen unos niveles de apoptosis 
significativamente menores que los controles (figura 6). 
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Figura 6. Diagrama de dispersión que muestra los valores de la media y desviación 
típica de los porcentajes de células apoptóticas en las muestras de pacientes y 
controles. Además, se aprecia el p-valor, obtenido del estadístico de contraste t-
student que, al ser 0,0036 (p<), indica que hay evidencia estadística suficientes para 
rechazar la H0 de igualdad de medias. 
 Medida del potencial de 
membrana plasmático y de los 
niveles de Ca2+ intracelular 
En el caso de los niveles de Ca2+ intracelular, la media de la 
intensidad de fluorescencia para el FLUO-4 en el grupo de 





de 111,20. El p-valor del test es 0,6802, lo que no tiene evidencia 
estadística suficiente para rechazar la H0 de igualdad de medias 
entre grupos (figura 7). 
 
Figura 7. Diagrama de dispersión que muestra los valores de la media y desviación 
típica de los niveles de fluorescencia para FLUO-4 en las muestras de pacientes y 
controles. El p-valor de 0,6802 indica que no hay evidencias estadísticas suficientes 
para rechazar la H0 de igualdad de medias. 
En el caso del potencial de membrana plasmático, la media de los 
niveles de fluorescencia para el DIBAC en el grupo de controles es de 
756,70, mientras que en el grupo de pacientes es de 748,10. El p-valor 
de la prueba t-student es de 0,9566 (p>), lo que no aporta evidencia 
estadística suficiente para rechazar la hipótesis de igualdad de medias 






Figura 8. Diagrama de dispersión que muestra los valores de la media y desviación 
típica de los niveles de fluorescencia para el DIBAC en las muestras de pacientes y 
controles. El p-valor de 0,9566 indica que no hay evidencia estadística suficiente para 
rechazar la H0 de igualdad de medias 
 Generación de ERO y ERN 
Por lo que respecta a los niveles de NO total, los niveles de 
fluorescencia medios para el DAF son de 132,70 en el caso de los 
controles, siendo significativamente menores, de 53,66, en el 
grupo de pacientes. El p-valor del contraste de hipótesis entre 
los grupos es de 0,0076 (p<), lo que tiene evidencia estadística 
suficientes para rechazar la H0 y afirmar, por tanto,  que los 
niveles de NO son significativamente menores en las células del 
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Figura 9. Diagrama de dispersión que muestra los valores de la media y desviación 
típica de los niveles de fluorescencia para el DAF en las muestras de pacientes y 
controles. Además, el p-valor obtenido del estadístico de contraste t-student, al ser 
0,0076 (p<), indica que hay evidencias estadísticas suficientes para rechazar la H0 
de igualdad de medias. 
En el caso de los peróxidos intracelulares, la media de los niveles 
de fluorescencia para el DCF es de 484,90 en los controles, y de 
823,20 en los pacientes. El p-valor de la comparación de medias 
entre los grupos es de 0,2057 (p<), lo que no aporta evidencias 
estadísticas suficientes para rechazar la H0 y decir que hay 






Figura 10. Diagrama de dispersión que muestra los valores de la media y desviación 
típica de los niveles de fluorescencia para el DCF en las muestras de pacientes y 
controles. El p-valor obtenido del estadístico de contraste t-student, al ser 0,2057 
(p>) indica, que no hay evidencias estadísticas suficientes para rechazar la H0 de 
igualdad de medias. 
En referencia a los niveles de O2- total, la media para la 
fluorescencia de HE es de 469,70 en el grupo de controles y de 
273,00 en el grupo de pacientes. El p-valor del contraste de 
hipótesis es de 0,0176 (p<), lo que nos permite rechazar la H0, 
es decir que los niveles de O2- total en los pacientes son 
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Figura 11. Diagrama de dispersión que muestra los valores de la media y desviación 
típica de los niveles de fluorescencia para el HE en las muestras de pacientes y 
controles. Además, el p-valor obtenido del estadístico de contraste t-student, al ser 
0,0176 (p<), indica que hay evidencias estadísticas suficientes para rechazar la H0 
de igualdad de medias. 
En cuanto a los niveles de ONOO-, en la muestra de controles, la 
media de los valores de fluorescencia para la DHR 1,2,3 es de 
29,04, mientras que en la de los pacientes es de 18,64. El p-valor 
del contraste de hipótesis es de 0,0071 (p<), lo que aporta 
evidencias estadísticas suficientes para afirmar que los niveles 
de ONOO- total en los pacientes son inferiores a los de los 
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Figura 12. Diagrama de dispersión que muestra los valores de la media y desviación 
típica de los niveles de fluorescencia para la DHR123, en las muestras de pacientes y 
controles. Además, el p-valor obtenido del estadístico de contraste t-student, al ser 
0,0071 (p<), indica que hay evidencias estadísticas suficientes para rechazar la H0 
de igualdad de medias 
 Función mitocondrial 
Por lo que respecta al análisis de la masa mitocondrial, los niveles de 
Mitotracker Green tienen unos valores medios de 1723,00 en los 
controles, y de 2314,00 en los pacientes. El p-valor de la comparación 
entre los grupos es de 0,0091 (p<), lo que aporta evidencia 
estadística suficiente para decir que la masa mitocondrial de los 
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Figura 13. Diagrama de dispersión que muestra los valores de la media y desviación 
típica de los niveles de fluorescencia para el Mitotracker Green en las muestras de 
pacientes y controles. Además, se muestra el p-valor obtenido del estadístico de 
contraste t-student que, al ser 0,0091 (p<), indica que hay evidencias estadísticas 
suficientes para rechazar la H0 de igualdad de medias. 
Asimismo, en el análisis del potencial de membrana mitocondrial, los 
niveles medios de fluorescencia para el TMRM son de 735,30 para el 
grupo de pacientes y de 590,50 para el grupo control. El p-valor del 
contraste de hipótesis es de 0,2000 (p>), lo que no aporta evidencias 







Figura 14. Diagrama de dispersión que muestra los valores de la media y desviación 
típica de los niveles de fluorescencia para el TMRM en las muestras de pacientes y 
controles. El p-valor de 0,2000 indica que no hay evidencias estadísticas suficientes 
para rechazar la H0 de igualdad de medias. 
En referencia a los niveles de O2- mitocondrial, los niveles de 
fluorescencia medios para el MitoSOX son de 155,10 en el grupo 
de controles y de 74,56 en el grupo de pacientes. El p-valor del 
estadístico de contraste es de 0,0004 (p<), lo que tiene 
evidencia estadística para afirmar que los niveles de O2- 
mitocondrial son menores en el grupo de pacientes que en el de 
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Figura 15. Diagrama de dispersión que muestra los valores de la media y desviación 
típica de los niveles de fluorescencia para el MitoSOX en las muestras de pacientes 
y controles. El p-valor obtenido del estadístico de contraste t-student, al ser 0,0004 
(p<), indica que hay evidencias estadísticas suficientes para rechazar la H0 de 
igualdad de medias. 
Y, por último, en referencia a los niveles de H2O2 específicos de 
la mitocondria, los niveles medios de fluorescencia para el 
MitoPY son de 490,50 en el grupo control, y de 270,10 en el 
grupo de pacientes. El p-valor de la comparación de medias 
entre grupos es <0,0001 (p<), lo que tiene evidencia estadística 
suficiente para decir que los pacientes con DCP presentan 
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Figura 16. Diagrama de dispersión que muestra los valores de la media y desviación 
típica de los niveles de fluorescencia para el MitoSOX en las muestras de pacientes 
y controles. El p-valor obtenido del estadístico de contraste t-student, al ser 0,0004 
(p<), indica que hay evidencias estadísticas suficientes para rechazar la H0 de 
igualdad de medias. 
 Detección de GSH 
Referente a los niveles de GSH, la media de los valores de 
fluorescencia para el CMF en el grupo de controles es de 1438,00 
y en el de pacientes, de 1463,00. El p-valor del estadístico de 
contraste es de 0,8673, por lo que no existe evidencia estadística 
suficiente para rechazar la H0 de igualdad de medias entre los 






Figura 17. Diagrama de dispersión que muestra los valores de la media y desviación 
típica de los niveles de fluorescencia para el CMF en las muestras de pacientes y 
controles. El p-valor de 0,8673 indica que no hay evidencias estadísticas suficientes 
para rechazar la H0 de igualdad de medias. 
 Análisis del daño oxidativo 
sobre proteínas y lípidos 
Por último, para el análisis de los productos del daño oxidativo sobre 
las biomoléculas, se han analizado los niveles de carbonilación 
proteica, y la ratio entre lípidos oxidados/reducidos en pacientes y 
controles. En referencia a los niveles de proteínas carboniladas, la 
media de los niveles de fluorescencia para el FTC es de 1694,00 en el 
grupo control, y de 2147,00 en el grupo de pacientes. El p-valor del 
contraste de hipótesis es de 0,1371 (p>), por lo que no se puede 
rechazar la hipótesis nula de igualdad de medias, y, por tanto, tampoco 






Figura 18. Diagrama de dispersión que muestra los valores de la media y desviación 
típica de los niveles de fluorescencia para el FTC en las muestras de pacientes y 
controles. El p-valor de 0,1371 indica que no hay evidencias estadísticas suficientes 
para rechazar la H0 de igualdad de medias. 
Asimismo, las medias de los niveles de fluorescencia para el 
B665, que reflejan el daño oxidativo en lípidos, son de 189,30 
en los controles y de 178,90 en los pacientes. El p-valor del 
estadístico de contraste es de 0,7973, por lo que no podemos 
rechazar la hipótesis nula de igualdad de medias entre los 
grupos, y, por tanto, no hay diferencias en cuanto a los niveles 
de peroxidación lipídica entre pacientes con DCP y controles 






Figura 19. Diagrama de dispersión que muestra los valores de la media y desviación 
típica de los niveles de fluorescencia para el B665 en las muestras de pacientes y 
controles. El p-valor de 0,7973 indica que no hay evidencias estadísticas suficientes 
para rechazar la H0 de igualdad de medias. 
5.3. Cómparació n del perfil 
óxidativó de las ce lulas 
del epitelió respiratórió 
nasal entre pacientes 
adultós y nin ós 
Tras el análisis inicial comparativo entre los grupos de pacientes 
y controles, se ha hecho un análisis más detallado de los 
resultados de mayor interés. Así, se ha evaluado si dentro del 
grupo de pacientes con DCP, había diferencias en los parámetros 
mencionados en función de la edad, niños (de 0 a 17 años) y 





condiciones de aplicabilidad, previa elección del test estadístico 
adecuado (t-student se cumplía el supuesto de normalidad, y 
Mann-Whitney, en caso contrario).  
Tabla 16. Tabla resumen que incluye las medias y SD de los porcentajes de apoptosis 
y niveles de fluorescencia, correspondientes a cada parámetro, en pacientes 
(adultos y niños). Además, incluye el p-valor del estadístico de contraste aplicado, 
teniendo en cuenta que se han realizado los siguientes test: t-student para las 
muestras que cumplían normalidad e igualdad de varianzas; t-student para varianzas 
distintas si se cumplía normalidad, pero no homocedasticidad; Mann-Whitney si no 
había normalidad en alguna de las muestras. 
EDAD 





Niveles de apoptosis (%) 9,85 ± 7,29 10,05 ± 8,83 0,5270 
NO (uaf) 55,30 ± 36,80 55,24 ± 33,10 0,7106 
Peróxidos intracelulares 
(uaf) 
709,00 ± 606,84 915,34 ± 1006,85 0,6374 
O2- total (uaf) 243,85 ± 123,72 288,49 ± 211,82 0,5370 
H2O2 mitocondrial (uaf) 257,00 ± 97,97 283,17 ± 160,75 0,8543 
O2- mitocondrial (uaf) 77,70 ± 63,06 74,53 ± 67,50 0,2572 
Masa mitocondrial (uaf) 
2183,21 ± 
771,32 
2298,17 ± 931,25 0,6669 
ONOO- total (uaf) 22,80 ± 15,28 15,68 ± 12,95 0,1121 
 
En la tabla 16 se ve que no hay diferencias estadísticamente 
significativas (en todos los casos p-valor > ) en ninguno de los 







5.4. Cómparació n del perfil 
óxidativó de las ce lulas 
del epitelió nasal entre 
hómbres y mujeres cón 
DCP  
Al igual que se ha hecho con la edad, comparando los 
parámetros en los que se han encontrado diferencias 
estadísticamente significativas entre pacientes y controles, se ha 
planteado un estudio para ver si dentro del grupo de pacientes 
con DCP había diferencias entre hombres y mujeres. Para poder 
elegir el test más adecuado para el contraste de hipótesis, se han 
evaluado previamente los criterios de aplicabilidad 











Tabla 17. Tabla resumen que incluye las medias y desviaciones típicas de los 
porcentajes de apoptosis y niveles de fluorescencia correspondientes a cada 
parámetro en mujeres y hombres con DCP. Además, se muestra el p-valor del 
estadístico de contraste aplicado, teniendo en cuenta que se han realizado los 
siguientes test: t-student para las muestras que cumplían normalidad e igualdad de 
varianzas; t-student para varianzas distintas si se cumplía normalidad, pero no 










Niveles de apoptosis (%) 11,46 ± 8,78 8,18 ± 6,17 0,4633 
NO (uaf) 60,38 ± 31,12 45,14 ± 36,15 0,0769 
Peróxidos intracelulares 
(uaf) 




O2- total (uaf) 299,56 ± 163,63 238,18 ± 185,13 0,6333 
H2O2 mitocondrial (uaf) 305,79 ± 135,60 225,00 ± 119,12 0,0273 
O2- mitocondrial (uaf) 87,62 ± 60,22 58,02 ± 64,65 0,0280 




ONOO- total (uaf) 19,52 ± 17,10 17,44 ± 9,55 0,6794 
 
La tabla 17 recoge los resultados obtenidos, pudiendo observar 
que en la mayoría de los parámetros no hay evidencias 
estadísticas suficientes para rechazar la H0, pues los p-valores de 
los contrastes e hipótesis son superiores a .  
En el caso concreto del H2O2 mitocondrial la media de los valores 
de fluorescencia para el MitoPY es de 305,79 en los varones, y 
de 225,00 en las mujeres. El p-valor es de 0,0273 (p-valor <), 





los niveles de H2O2 mitocondrial son menores en las mujeres que 
en los hombres con DCP (figura 20). 
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Figura 20. Gráfica de barras que muestra la mediana y rango intercuartílico de los 
valores de fluorescencia para el MitoPY, en hombres y mujeres con DCP, y permite 
visualizar que los niveles de H2O2 mitocondrial son menores en mujeres que en 
hombres. Además, se muestra el p-valor del estadístico de contraste (p-valor<), 
que permite rechazar la H0 de igualdad de medianas. En este caso se ha utilizado el 
test de Mann-Whitney para el contraste de hipótesis, porque los grupos no seguían 
una distribución normal.  
En el caso del O2- mitocondrial, la media de los valores de 
fluorescencia para el MitoSOX es de 87,62 en los hombres, y de 
58,02 en las mujeres con DCP. Además, el p-valor es de 0,0280 





afirmar que las mujeres tienen menores niveles de O2- 
mitocondrial que los hombres con DCP (figura 21).  
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Figura 21. Gráfica de barras que muestra la mediana y rango intercuartílico de los 
valores de fluorescencia para el MitoSOX en hombres y mujeres con DCP, y permite 
visualizar que los niveles de O2- mitocondrial son menores en mujeres que en 
hombres. Además, el p-valor del estadístico de contraste (p-valor<),  permite 
rechazar la H0 de igualdad de medianas. En este caso se ha utilizado el test de Mann-











5.5. Cómparació n del perfil 
óxidativó de las ce lulas 
del epitelió nasal en 
pacientes cón DCP, segu n 
su móvilidad ciliar 
 Al igual que se ha hecho con el sexo y la edad, tras el análisis 
inicial comparativo entre los grupos de pacientes y controles, se 
ha llevado a cabo un análisis más detallado de los parámetros en 
los que existían diferencias estadísticamente significativas, en 
función del patrón y frecuencia de batido ciliar. En todos los 
casos se han evaluado las condiciones de aplicabilidad, previa 
elección del test estadístico adecuado (ANOVA si se cumplía el 
supuesto de normalidad, Welch si había normalidad, pero no 










Tabla 18. Tabla resumen que recoge las medias y desviaciones típicas de los 
porcentajes de apoptosis y niveles de fluorescencia correspondientes a cada 
parámetro, en pacientes con DCP según su movilidad ciliar. Además, incluye el p-
valor del estadístico de contraste aplicado, teniendo en cuenta que se han realizado 
los siguientes test: ANOVA para las muestras que cumplían normalidad e igualdad 
de varianzas; test de Welch si se cumplía normalidad, pero no homocedasticidad; 





















































































20,21 ± 12,44 10,58 ± 6,85 22,58 ± 9,19 0,194 
 
En la tabla 18 se ve que no hay diferencias estadísticamente 
significativas (en todos los casos p-valor >) en ninguno de los 
parámetros estudiados entre los grupos con distinta movilidad 






Figura 22. Gráficas de barras que muestran la media y desviación típica de los valores 
de fluorescencia para el DCF, DAF, HE, DHR123, MitoSOX, Mitotracker Green y 
MitoPY, y porcentaje de células positivas para la Anexina V, en pacientes con DCP 
según su movilidad ciliar. Los estadísticos de contraste utilizados para evaluar si 
había diferencias entre grupos han sido: ANOVA si cumplía normalidad e igualdad 





Wallis si los datos no se ajustaban a una distribución normal. En ningún caso ha 
habido diferencias estadísticamente significativas entre los grupos 
5.6. Cómparació n del perfil 
óxidativó de las ce lulas 
del epitelió nasal en 
pacientes cón DCP, segu n 
su sintómatólógí a 
Tras el análisis de los parámetros de mayor interés, que son los 
que habían mostrado diferencias estadísticamente significativas 
entre pacientes y controles, según edad, sexo o tipo de 
movilidad ciliar, también se han planteado contrastes de 
hipótesis para valorar posibles diferencias en dichos parámetros 
(niveles de apoptosis, NO, peróxidos, O2- total, H2O2 
mitocondrial, O2- mitocondrial, masa mitocondrial y ONOO), en 








 Otitis recurrentes 
Tabla 19. Tabla resumen que muestra las medias y desviaciones típicas de los 
porcentajes de apoptosis y los niveles de fluorescencia para cada parámetro 
analizado en pacientes con DCP, con y sin otitis. También se muestran los p-valores 
de los contrastes de hipótesis utilizados: t-student si se cumplía normalidad, y Mann-
Whitney si no se cumplía. 
OTITIS 
Parámetro NO (n=14) SI (n=21) p-valor 
Niveles de apoptosis (%) 12,81 ± 9,18 9,35 ± 7,37 0,3009 
NO (uaf) 46,63 ± 29,73 56,99 ± 34,61 0,4619 
Peróxidos (uaf) 774,38 ± 712,40 777,20 ± 873,71 0,9936 
O2- total (uaf) 214,43 ± 118,34 281,63 ± 188,65 0,3671 
H2O2 mitocondrial (uaf) 270,38 ± 109,00 254,19 ± 107,68 0,7212 
O2- mitocondrial (uaf) 60,73 ± 33,96 76,87 ±68,04 0,5297 
Masa mitocondrial (uaf) 1978,75 ± 1104,32 2309,38 ± 799,46 0,3784 
ONOO- total (uaf) 24,38 ± 14,68 17,79 ± 14,77 0,2952 
 
En la tabla 19 se muestran las medias de los valores de 
fluorescencia para los parámetros de interés, y los p-valores de 
los contrastes de hipótesis para ver si había diferencias entre los 
grupos de pacientes con DCP que tenían otitis frente a los que 
no las presentaban. Se observa que todos los p-valores son 
superiores a , por lo que en ningún caso se puede rechazar la 
H0 y, por tanto, no se puede decir que hayan diferencias entre 






Tabla 20. Tabla resumen que muestra las medias y desviaciones típicas de los 
porcentajes de apoptosis y los niveles de fluorescencia para cada parámetro 
analizado en pacientes con DCP, con y sin asma de difícil control. También se 
muestran los p-valores de los contrastes de hipótesis utilizados: t-student si se 
cumplía normalidad, y Mann-Whitney si no se cumplía. 
ASMA 
Parámetro NO (n=25) SI (n=10) p-valor 
Niveles de apoptosis (%) 9,20 ± 7,32 10,43 ± 9,36 0,6910 
NO (uaf) 58,80 ± 36,90 42,38 ± 21,28 0,2040 
Peróxidos (uaf) 925,53 ± 880,67 689,80 ± 808,08 0,4810 
O2- total (uaf) 272,61 ± 124,81 217,04 ± 245,64 0,4390 
H2O2 mitocondrial (uaf) 270,19 ± 115,20 229,80 ± 92,03 0,3410 
O2- mitocondrial (uaf) 76,27 ± 63,89 59,65 ± 48,18 0,4730 
Masa mitocondrial (uaf) 2340,62 ± 737,74 2069,90 ± 1114,07 0,4260 
ONOO- total (uaf) 19,60 ± 13,30 18,17 ± 17,62 0,8090 
 
La tabla 20 muestra las medias de los valores de fluorescencia 
para los fluorocromos correspondientes, así como de los 
porcentajes de células positivas para Anexina V. Además, se 
recogen los p-valores de los contrastes de hipótesis para ver si 
había diferencias entre los pacientes con DCP que tenían asma 
de difícil control y los que no la presentaban. Al igual que ocurre 
con la otitis, todos los p-valores son superiores a , por lo que 
en ningún caso se puede rechazar la H0 y, por tanto, no se puede 





 Neumonías de repetición 
Tabla 21. Tabla resumen que muestra las medias y desviaciones típicas de los 
porcentajes de apoptosis y los niveles de fluorescencia para cada parámetro 
analizado en pacientes afectos de DCP, con y sin neumonía. También se muestran 
los p-valores de los contrastes de hipótesis utilizados: t-student si se cumplía 
normalidad, y Mann-Whitney si no se cumplía. 
NEUMONÍA 
Parámetro NO (n=15) SI (n=20) p-valor 
Niveles de apoptosis (%) 8,70 ± 8,70 10,12 ± 7,53 0,6287 
NO (uaf) 45,62 ± 26,07 57,84 ± 36,48 0,3357 
Peróxidos (uaf) 936,09 ± 1012,18 801,86 ± 774,32 0,6819 
O2- total (uaf) 235,64 ± 98,86 264,77 ± 186,61 0,6863 
H2O2 mitocondrial (uaf) 235,82 ± 98,86 268,90 ± 114,06 0,4256 
O2- mitocondrial (uaf) 62,28 ± 69,89 71,80 ± 54,06 0,9114 
Masa mitocondrial (uaf) 2220,09 ± 913,34 2271,55 ± 864,24 0,8775 
ONOO- total (uaf) 21,93 ± 18,75 17,57 ± 11,52 0,4347 
 
Al igual que en las tablas anteriores, en la tabla 21 se muestran 
las medias de los valores de fluorescencia para los parámetros 
de interés, y se recogen los p-valores de los contrastes de 
hipótesis para ver si había diferencias entre los pacientes con 
DCP que tenían neumonías de repetición, y los que no las 
presentaban.  Se observa que todos los p-valores son superiores 
a , por lo que en ningún caso se puede rechazar la H0 y, por 







Tabla 22. Tabla resumen que muestra las medias y desviaciones típicas de los 
porcentajes de apoptosis y los niveles de fluorescencia para cada parámetro 
analizado en pacientes con DCP, con y sin atelectasias. También se muestran los p-
valores de los contrastes de hipótesis utilizados: t-student si se cumplía normalidad, 
y Mann-Whitney si no se cumplía. 
ATELECTASIAS 
Parámetro NO (n=24) SI (n=11) p-valor 
Niveles de apoptosis (%) 12,42 ± 8,84 6,52 ± 4,75 0,0520 
NO (uaf) 50,28 ± 32,28 59,70 ± 36,15 0,4720 
Peróxidos (uaf) 519,45 ± 672,60 1104,73 ± 661,16 0,0125 
O2- total (uaf) 288,74 ± 189,75 198,29 ± 118,48 0,1907 
H2O2 mitocondrial (uaf) 274,17 ± 118,44 233,09 ± 81,97 0,3221 
O2- mitocondrial (uaf) 78,27 ± 72,04 62,85 ± 35,06 0,5148 
Masa mitocondrial (uaf) 2090,72 ± 994,09 2483,36 ± 675,54 0,2589 
ONOO- total (uaf) 20,00 ± 14,74 20,35 ± 14,71 0,9528 
 
En este caso, la tabla 22 muestra las medias y desviaciones 
estándar de los valores de fluorescencia para los distintos 
parámetros, y de los porcentajes de apoptosis en los grupos de 
pacientes con DCP que presentaban, o no, atelectasias. Además, 
se recogen los p-valores de los contrastes de hipótesis para ver 
si había diferencias entre los grupos de pacientes con DCP que 
tenían atelectasias y los que no las presentaban. Se observa que 
la mayor parte de los p-valores son superiores a 0,05, por lo que 
no se puede rechazar la H0 y, por tanto, tampoco se puede decir 
que haya diferencias entre los grupos. En el caso de los peróxidos 





valores de fluorescencia es de 519,45 para los pacientes que no 
tienen atelectasias, frente a 1104,73 en los pacientes con DCP 
que sí las presentan. El p-valor del estadístico de contraste es de 
0,0125 (p<), por lo que se puede decir que los pacientes con 
DCP que presentan atelectasias tienen niveles de peróxidos 
intracelulares significativamente superiores a los de los 
pacientes que no las presentan (figura 23). 
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Figura 23. Gráfica de barras que muestra la mediana y rango intercuartílico de los 
valores de fluorescencia para el DCF, en pacientes con DCP que presentan -o no- 
atelectasias, y permite visualizar que los niveles peróxidos intracelulares son 
mayores en los pacientes que tienen atelectasias. Además, el p-valor del estadístico 
de contraste (p-valor<), nos permite rechazar la H0 de igualdad de medianas. En 
este caso se ha utilizado el test de Mann-Whitney para el contraste de hipótesis, 






Tabla 23. Tabla resumen que muestra las medias y desviaciones típicas de los 
porcentajes de apoptosis y los niveles de fluorescencia para cada parámetro 
analizado en pacientes con DCP, con y sin bronquiectasias. También se muestran los 
p-valores de los contrastes de hipótesis utilizados: t-student si se cumplía 
normalidad, y Mann-Whitney si no se cumplía. 
BRONQUIECTASIAS 
Parámetro NO (n=20) SI (n=15) p-valor 
Niveles de apoptosis (%) 11,23 ± 7,21 9,66 ± 8,93 0,6165 
NO (uaf) 58,88 ± 38,58 51,23 ± 29,78 0,5599 
Peróxidos (uaf) 668,92 ± 578,93 842,01 ± 838,33 0,5370 
O2- total (uaf) 248,91 ± 129,24 272,16 ± 203,64 0,4174 
H2O2 mitocondrial (uaf) 251,69 ± 97,43 264,80 ± 120,14 0,7562 
O2- mitocondrial (uaf) 84,18 ± 66,16 65,02 ± 56,86 0,4174 
Masa mitocondrial (uaf) 2091,54 ± 748,06 2273,73 ± 978,26 0,5893 
ONOO- total (uaf) 20,45 11,89 21,17 ± 16,58 0,8981 
 
La tabla 23 muestra las medias de los valores de fluorescencia 
para los fluorocromos correspondientes, así como las de los 
porcentajes de células positivas para Anexina V. Además, se 
recogen los p-valores de los contrastes de hipótesis para ver si 
había diferencias entre los pacientes con DCP que presentaban 
bronquiectasias y los que no las tenían. Vemos que todos los p-
valores son superiores a , por lo que en ningún caso se puede 
rechazar la H0, y, por tanto, no se puede decir que hayan 






 Rinosinusitis crónica 
Tabla 24. Tabla resumen que muestra las medias y desviaciones típicas de los 
porcentajes de apoptosis y los niveles de fluorescencia para cada parámetro 
analizado en pacientes con DCP, con y sin rinosinusitis. También se muestran los p-
valores de los contrastes de hipótesis utilizados: t-student si se cumplía normalidad, 
y Mann-Whitney si no se cumplía. 
RINOSINUSITIS 
Parámetro NO (n=17) SI (n=18) p-valor 
Niveles de apoptosis (%) 12,02 ± 8,99 8,70 ± 7,05 0,2661 
NO (uaf) 61,48 ± 36,72 46,85 ± 30,84 0,2482 
Peróxidos (uaf) 623,00 ± 624,37 970,62 ± 979,44 0,2861 
O2- total (uaf) 283,24 ± 154,63 228,85 ± 182,85 0,4254 
H2O2 mitocondrial (uaf) 279,17 ± 93,70 236,33 ± 116,37 0,2965 
O2- mitocondrial (uaf) 89,90 ± 67,30 58,09 ± 52,75 0,1584 
Masa mitocondrial (uaf) 2134,17 ± 856,91 2312,72 ± 911,09 0,5947 
ONOO- total (uaf) 27,30 ± 17,01 14,08 ± 9,68 0,0129 
 
En este caso, la tabla 24 muestra las medias y desviaciones 
estándar de los valores de fluorescencia para los distintos 
parámetros, y de los porcentajes de apoptosis en los pacientes 
con DCP que sufren rinosinusitis crónica, y los que no la 
presentan. Además, se recogen los p-valores de los contrastes 
de hipótesis para ver si había diferencias entre los grupos.  Se 
aprecia que la mayor parte de los p-valores son superiores a , 
por lo que no se puede rechazar la H0 y, por tanto, no se puede 
decir que hayan diferencias entre los grupos. En el caso de la 
generación de niveles de ONOO- total, medido con DHR123, se 





para los pacientes que no tienen rinosinusitis, frente a 14,08 en 
los pacientes con DCP que presentan rinosinusitis. El p-valor del 
estadístico de contraste es de 0,0129 (p<), por lo que se puede 
decir que los pacientes con DCP que presentan rinosinusitis 
tienen niveles de ONOO- significativamente inferiores a los de los 
pacientes que no tienen rinosinusitis (figura 24). 
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Figura 24. Gráfica de barras que muestra la mediana y rango intercuartílico de los 
valores de fluorescencia para la DHR123 en pacientes con DCP que presentan, o no, 
rinosinusitis, y permite visualizar que los niveles ONOO- son menores en los 
pacientes que tienen rinosinusitis. Además, el p-valor del estadístico de contraste 
(p-valor<), permite rechazar la H0 de igualdad de medianas. En este caso se ha 
utilizado el test de Mann-Whitney para el contraste de hipótesis, porque los grupos 






 Situs inversus 
Tabla 25. Tabla resumen que muestra las medias y desviaciones típicas de los 
porcentajes de apoptosis y los niveles de fluorescencia para cada parámetro 
analizado en pacientes con DCP, con y sin situs inversus. También se muestran los p-
valores de los contrastes de hipótesis utilizados: t-student si se cumplía normalidad, 
y Mann-Whitney si no se cumplía. 
SITUS INVERSUS 
Parámetro NO (n=26) SI (n=9) p-valor 
Niveles de apoptosis (%) 11,26 ± 4,87 5,31 ± 4,87 0,0532 
NO (uaf) 55,58 ± 35,97 47,54 ± 24,76 0,5645 
Peróxidos (uaf) 681,44 ± 844,97 1332,63 ± 711,20 0,0338 
O2- total (uaf) 262,64 ± 18,88 237,59 ± 99,04 0,7390 
H2O2 mitocondrial (uaf) 260,83 ± 114,01 247,88 ± 96,97 0,7838 
O2- mitocondrial (uaf) 73,86 ± 66,02 62,45 ± 33,25 0,6455 
Masa mitocondrial (uaf) 2213,87 ± 916,93 2366,63 ± 748,02 0,6752 
ONOO- total (uaf) 19,63 ± 13,88 17,68 ± 17,21 0,7604 
 
En la tabla 25 se muestran las medias y desviaciones estándar de 
los valores de fluorescencia para los distintos parámetros, y de 
los porcentajes de apoptosis en los grupos de pacientes con DCP 
que presentan, o no,  situs inversus. Además, se recogen los p-
valores de los contrastes de hipótesis para ver si había 
diferencias entre los grupos. Se aprecia que la mayor parte de 
los p-valores son superiores a , por lo que no se puede rechazar 
la H0 y, por tanto, tampoco se puede decir que existan 
diferencias entre los grupos. Respecto a los niveles de peróxidos 





media de valores de fluorescencia de 681,44 para los pacientes 
que no tienen situs inversus, frente a 1332,63 en los pacientes 
con DCP y situs. El p-valor es de 0,0338 (p<), por lo que se 
puede decir que los pacientes con DCP y situs inversus tienen 
niveles de peróxisoa intracelulares significativamente superiores 
a los de los pacientes que no tienen situs inversus (figura 25). 
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Figura 25. Gráfica de barras que muestra la mediana y rango intercuartílico de los 
valores de fluorescencia para el DCF, en pacientes con DCP que presentan -o no- situs 
inversus, y permite visualizar que los niveles dr peróxidos intracelulares son mayores 
en los pacientes que tienen situs inversus. Además, el p-valor del estadístico de 
contraste (p-valor<), permite rechazar la H0 de igualdad de medianas. En este caso 
se ha utilizado el test de Mann-Whitney para el contraste de hipótesis, porque los 






5.7. Ana lisis de la córrelació n 
entre las variables 
cuantitativas estudiadas 
en el grupó de pacientes 
cón DCP 
Tras la realización de los contrastes de hipótesis para ver si había 
diferencias en los parámetros de estrés oxidativo entre los 
grupos de pacientes y controles, se ha visto que los pacientes 
con DCP tienen niveles más bajos de NO, O2- y ONOO- total, H2O2 
mitocondrial y O2- mitocondrial, y menores niveles de apoptosis 
que los controles sanos. A la vista de los resultados, se han 
buscado posibles correlaciones entre las variables cuantitativas 
continúas mencionadas, así como entre éstas y, el IMC de los 
pacientes y los niveles de nNO. Los resultados de la matriz de 
correlaciones se recogen en el Anexo 6.  
En la parte de debajo de la matriz se muestran los diagramas de 
dispersión que permiten visualizar la posible relación entre las 
dos variables comparadas. Para el análisis del grado de relación 
lineal entre las variables, se ha utilizado el coeficiente de 
correlación que aparece en la mitad superior de la matriz. Junto 
a los coeficientes de correlación, en algunos casos se ponen 





sido inferior a , lo que permite rechazar la H0, y afirmar, por 
tanto, que hay una relación lineal entre las variables que se están 
contrastando.  
Se ha visto que no existe correlación entre el IMC y ninguna de 
las variables estudiadas. En referencia al nNO, únicamente se ha 
encontrado una correlación positiva con los niveles de apoptosis 
(=0,42). Y, en cuanto al ONOO- total, tampoco presenta 
correlación con ninguna variable.  
El resto de variables se encuentran más relacionadas entre sí, 
mostrando que los pacientes con mayores niveles de H2O2 
mitocondrial y O2- mitocondrial, tienen mayores niveles de 
apoptosis ( de 0,46 y 0,44 respectivamente). Del mismo modo, 
los pacientes que presentan mayores niveles de NO y O2- total, 
también presentan mayores niveles de apoptosis ( de 0,36 y 
0,54 respectivamente).  
Así mismo, los pacientes que tienen niveles más elevados de 
H2O2 mitocondrial, muestran mayores niveles de O2- 
mitocondrial, NO y O2- total ( de 0,64; 0,61 y 0,53 
respectivamente). Igualmente, los pacientes con niveles más 
elevados de O2- mitocondrial, tienen niveles más altos de NO y 
O2- total, aunque las correlaciones son más débiles ( de 0,49 y 
0,47 respectivamente). Y a su vez, los que presentan mayores 





Por último, se han incluido los niveles de carbonilación proteica 
y peroxidación lipídica en la matriz de correlaciones, para ver si 
alguna de las variables anteriormente mencionadas se 
correlacionaba con el daño oxidativo sobre las biomoléculas. Se 
ha encontrado que los niveles de NO están directamente 
correlacionados con ambos ( de 0,56 respecto a la peroxidación 
lipídica, y de 0,43 con los niveles de carbonilación de proteínas). 
A su vez, los pacientes que presentan mayores niveles de 
carbonilación de proteínas, también presentan mayores niveles 
de peroxidación lipídica ( de 0,55). 
5.8. A rból de clasificació n 
cómó pacientes ó 
cóntróles segu n lós 
para metrós de estre s 
óxidativó 
Por último, se ha creado un árbol de decisión tipo CART que 
permite clasificar a los individuos participantes en el estudio en 
los grupos de pacientes o controles, usando como criterios 
clasificatorios los valores de ciertos parámetros del perfil 
oxidativo medidos en sus células del epitelio nasal (Figura 26). 






 En cada nodo del árbol se especifica si los integrantes 
pertenecen al grupo de pacientes o al de controles.  
 También se muestra en cada caso la probabilidad (en 
tanto por 1) de pertenecer al grupo control: se considera 
1 en el caso de grupos con probabilidad del 100% de 
pertenecer al grupo control; y 0 en el caso de grupos con 
100% de probabilidad de ser del grupo de pacientes (0% 
de ser del grupo control).  
 Y, por último, se muestra el porcentaje de individuos que 
pertenecen a cada grupo definido.  
 Además, aparecen las variables seleccionadas para el 
modelo óptimo que mejor definen los grupos finales y los 
valores de corte que se han determinado para la toma de 
decisión. De acuerdo a la estructura jerárquica del árbol 
de clasificación elegido, se puede decir que las variables 
que mejor definen a los grupos de estudio, en orden de 
importancia, son: ONOO-, niveles de carbonilación de 
proteínas y O2-mitocondrial, potencial de membrana 






Figura 26. Árbol de decisión tipo CART para la clasificación de los individuos en 
grupos de pacientes o controles usando, como criterios clasificatorios, ciertas 
variables del perfil oxidativo de sus células epiteliales. 
A la vista de los resultados obtenidos (figura 26), el árbol óptimo 
permite caracterizar los siguientes grupos de individuos de 
acuerdo al perfil de estrés oxidativo de sus células epiteliales: 
 El primer grupo de sujetos, que constituye el 6% de la 
muestra con una probabilidad del 100% de ser 
clasificados como controles son los que tienen las 
características siguientes: 
o ONOO- < 30 uaf. 
o Carbonilación  de proteínas  824 uaf. 






o Peróxidos medidos con DCF < 232 uaf.  
 
 El segundo grupo de sujetos, que constituye el 6% de la 
muestra con una probabilidad del 100% de ser 
clasificados como controles son los que tienen las 
siguientes características: 
o  ONOO- < 30 uaf. 
o  Carbonilación de proteínas < 824 uaf. 
 Y el tercer grupo de sujetos, que constituye un 34% de la 
muestra con alta probabilidad (94%) de ser clasificados 
como controles son los que tienen las siguientes 
características: 
o ONOO-   30 uaf. 
o O2-mitocondrial  68 uaf.  
 El primer grupo de sujetos, que constituye el 28% de la 
muestra con una probabilidad del 100% de ser 
clasificados como pacientes son aquellos con: 
o ONOO- < 30 uaf 
o Carbonilación  de proteínas   824 uaf 
o Potencial de membrana plasmático  234 uaf.  
 El segundo grupo de sujetos, que constituye un 15% de la 
muestra con alta probabilidad (86%) de ser clasificados 
como pacientes son aquellos con: 





o Carbonilación  de proteínas  824 uaf 
o Potencial de membrana < 234 uaf. 
o Peróxidos medidos con DCF  232 uaf.  
 Y el tercer grupo de sujetos con una probabilidad del 60% 
de ser clasificados como pacientes, que constituyen un 
11% de la muestra son aquellos con: 
o  ONOO-  30 uaf 
o O2-mitocondrial < 68 uaf.  
Para determinar la capacidad diagnóstica del test, se ha 
evaluado el mismo en la muestra de prueba. Se ha realizado un 
análisis curva ROC (Figura 27) para determinar la exactitud 
diagnóstica del árbol de decisión, así como la sensibilidad y 






Figura 27. Curva ROC para la determinación de la sensibilidad, especificidad y 
exactitud diagnóstica del árbol de decisión.  
En la Figura 27 se observa que se trata de un test diagnóstico con 
una capacidad discriminativa buena, pues tiene un área bajo la 
curva (AUC) de 0,805; una sensibilidad diagnóstica del 71%, y una 


















En este trabajo se describen los distintos parámetros 
relacionados con el perfil oxidativo de las células del epitelio 
nasal de controles sanos y pacientes con DCP, con el objetivo de 
identificar sus posibles implicaciones en la fisiopatología de la 
enfermedad. A su vez, se detallan las características clínico-
patológicas de los pacientes incluidos en el estudio para ver si 
pudiera existir relación entre alguno de los parámetros de estrés 
oxidativo estudiados y cualquiera de las manifestaciones clínicas 
propias de la enfermedad. Por último, y con el fin de contribuir 
a facilitar el diagnóstico de la DCP, se ha desarrollado un árbol 
de decisión para poder discriminar a  nuevos individuos como 
pacientes o controles, en función de algunos parámetros del 
perfil oxidativo en sus células del epitelio nasal. 
 
6.1. Cónsideraciónes 
generales de la muestra 
Uno de los principales problemas que se plantean en los estudios 
dedicados a enfermedades raras, es conseguir que se incluya a 
un número suficiente de pacientes para que los tests realizados 
tengan poder estadístico. En este estudio, a pesar de la baja 
prevalencia de la DCP en la población (estimada en 1/20.00015), 





tamaño muestral adecuado para permitir que los test aplicados 
tengan poder estadístico suficiente para inferir sobre la 
población en general.  
Tras hacer los contrastes correspondientes se ha visto que no 
hay diferencias significativas respecto a la edad y al sexo entre 
los dos grupos.  
En el grupo de pacientes, predominan discretamente los adultos 
(> de 18 años) con un 54,29%, sobre los niños ( 0-17 años de 
edad) con un 45,71%. El valor medio del IMC, uno de los 
parámetros recogidos en nuestros pacientes por su posible 
influencia en el estrés oxidativo175, se encuentra en el rango de 
normalidad (22,53kg/m2, inferior a 30 kg/m2)176,  y no se ha 
correlacionado con ninguno de los parámetros de EO evaluados 
(Anexo 6).  
La edad media en el momento del diagnóstico de DCP fue a los 
19,56 años, lo que llama extraordinariamente la atención, por su 
llamativo retraso respecto a las medias europea (5,3 años) y 
española (6,1 años)18. Probablemente ésto es debido a que las 
medias de edad citadas se extrajeron de un amplio estudio 
multicéntrico que englobaba sólo a pacientes pediátricos, con lo 
que lógicamente- el diagnóstico tenía que haber sido hecho 
antes de los 18 años de edad, fecha limite de su inclusión en ese 





de adultos incluidos (19) supera al de los niños (16) y es conocido 
que, en la edad adulta, el diagnóstico de la enfermedad empieza 
a establecerse ante la presencia de bronquiectasias, o ante casos 
de infertilidad, fundamentalmente en el varón.  Los pacientes 
adultos de nuestro estudio proceden del servicio de 
Otorrinolaringología del HGUV, Centro de Referencia para el 
diagnóstico de DCP, al que se remiten pacientes con esta 
sospecha clínica desde toda España para realizar las pruebas 
diagnósticas específicas que lo corroboren. Cuando se trata de 
enfermedades raras el conocimiento de la enfermedad por el 
colectivo médico del centro de origen es determinante y, en este 
caso, se demuestra que queda mucho camino por recorrer en la 
formación del personal sanitario en este campo que, en el caso 
de la DCP se ve agravado al contar sólo en España con dos 
centros diagnosticos de esta enfermedad. Respecto a los 
pacientes pediátricos incluidos en el estudio, la mayoría 
procedentes de la Unidad de Neumología Pediátrica del HCUV, 
la edad media al diagnóstico fue de 4,53 años, mostrando se 
había hecho a edades mas tempranas, similares las europeas.  
Otro dato que puede llamar la atención en nuestra muestra de 
pacientes es que sólo 25,71% de los individuos incluidos en el 
estudio presentan situs inversus, cuando la media europea con 
esta característica es del 44%18. Probablemente esto se debió a 





los 35 aceptados, a medida que los pacientes acudían -para su 
seguimiento- a las consultas de ORL o de neumología infantil, y 
no partiendo del cupo totalde casos diagnosticados por nuestro 
Grupo, al no ser todos de nuestra zona geográfica y, por ello, no 
tan accesibles. En su conjunto, en una publicación de nuestro 
grupo en el año 2013, de los 72 pacientes entonces reseñados, 
38,3% portaban un situs inversus, lo que se acerca más a la media 
europea177.  
Respecto al resto de síntomas de la enfermedad, aunque las 
cifras recogidas en distintas publicaciones difieren entre sí, en 
función de la especialidad de los autores del estudio que los 
recoge (ORL, pediatras, neumólogos….), en general, todos 
coinciden en la reiteración de la mayor parte de síntomas 
tabulados en esta tesis.  La tos productiva crónica se da en el 
88,57% de nuestros pacientes, con una prevalencia similar a la 
publicada por Behan et al. y Hossie et al., 201438,178. La presencia 
de bronquiectasias (en el 42,86%), es también semejante a los 
porcentajes presentados en otros trabajos179,180, aunque 
superior al 29,30% al publicado por Behan el al.38, 
probablemente porque en este estudio predominan los niños 
sobre los adultos. En el 31,43% de los individuos afectos se 
detectan atelectasias, porcentaje superior al 20% descrito por 
Dettmer et al181; en el 28,57%, asma de difícil control, 





similar a los publicados por Behan et al., Íñiguez et al., Oktem et 
al. y Pruliere-Escabasse et al. 38,183,184. La rinosinusitis crónica 
afecta al 51,43% , porcentaje parecido al del estudio de Sommar 
et al.185. Y por último,  57,14% tienen neumonías de repetición, 
similar a los datos de Behan et al., Íñiguez et al. y Jain et 
al.38,183,186. 
En referencia a las pruebas diagnósticas realizadas y partiendo 
en todos los casos de una clínica comparible sobre la que se 
establecía la sospecha clínica de  la enfermedad, se ha 
considerado como la más concluyente, la valoración de la 
función ciliar mediante el análisis de patrón y frecuencia del 
batido ciliar por vídeo-microscopía de alta velocidad36. El estudio 
de batido ciliar se planteó siempre en periodos de estabilidad 
clínica, sin que el paciente hubiera sufrido ninguna 
reagudización, al menos un mes antes. En caso de duda, se 
repetía el estudio, las veces necesarias para corroborar los 
resultados.  
En 22 de los pacientes incluidos en el estudio, se ha estudiado la 
ultraestructura ciliar mediante ME, encontrando defectos 
totales en los BID en el 31,82%, desorganización de MT en el 
9,09%, transposición en el 4,55%, déficit parcial de dineína en el 
13,64%, y 13,64% ha presentado una ultraestructura normal. El 





del cilio al no haber podido obtener cortes trasversales 
suficientes y/o adecuados para su análisis, a pesar de la 
repetición de las biopsias. Estos datos reflejan que la ME sirve 
como prueba concluyente en el caso de encontrar un defecto 
compatible con la enfermedad, pero no permite descartar la DCP 
en el caso de que los cilios tengan una ultraestructura normal36.  
6.2. Relació n del estre s 
óxidativó cón la DCP 
Los resultados de este estudio muestran una disminución 
estadísticamente significativa en los niveles de O2- total y 
mitocondrial, H2O2 mitocondrial, NO y ONOO-, además de una 
disminución en el porcentaje de células apoptóticas en los 
sujetos con DCP respecto a controles. Se ha observado un 
aumento estadísticamente significativo en los pacientes 
respecto a los controles, en la masa mitocondrial medida por 
citometría de flujo, así como en el porcentaje de células vivas. 
Los resultados indican un pequeño incremento, 
estadísticamente no significativo, en el potencial de membrana 
mitocondrial. No se encuentran diferencias significativas entre 
controles y pacientes en los niveles intracelulares de Ca2+, de 





Uno de los resultados más relevantes del trabajo es que en las 
células del epitelio nasal de los pacientes con DCP se han 
encontrado niveles de NO estadísticamente inferiores a los de 
los controles (p=0,0076 ). El NO es una molécula señalizadora 
intra- e intercelular implicada en diversos procesos fisiológicos y 
patofisiológicos187. Tiene un papel muy importante en la defensa 
inmune; a nivel del sistema circulatorio es una molécula 
vasodilatadora; a nivel del sistema nervioso actúa como 
neurotransmisor; en biología reproductiva es responsable de la 
implantación del embrión en el útero y de la angiogénesis en el 
embrión; y por último, en referencia a la señalización, puede 
actuar como inhibidor o estimulador de la apoptosis según los 
casos188. 
El NO se sintetiza en las células a partir de la arginina, en un 
proceso que necesita el NADPH como cofactor, por el que se 
genera NADP+ y citrulina. Hay tres óxido nítrico sintasas 
principales responsables de la producción de NO: la NOS 
neuronal (nNOS o NOS1), la inducible (iNOS o NOS2) y la 
endotelial (eNOS o NOS3)189,190. Las enzimas NOS1 y NOS3 
producen NO en respuesta a los niveles de Ca2+. En cambio, la 
NOS2 es independiente de esos niveles, y se activa en la 
respuesta inmune, produciendo NO en los procesos de 





Diversos trabajos han demostrado que los niveles de nNO son 
muy bajos en los pacientes con DCP, tanto es así, que se utilizan 
como método de cribado para el diagnóstico de la 
enfermedad194,102. Hay diversas hipótesis que tratan de explicar 
estos bajos niveles191. La primera de ellas postula que el NO 
producido por las células se consume rápidamente al 
interaccionar con ciertas ERO produciendo otras ERN195–198. Otra 
hipótesis explica los bajos niveles de nNO al quedar atrapado en 
el moco de los pacientes199,200. También se podría entender por 
la presencia de bacterias denitrificantes, que reducirían los 
niveles de NO mediante la acción de una NO reductasa201. Por 
otro lado, también se postula que el NO puede quedar atrapado 
en los senos paranasales obstruidos de los pacientes con DCP201. 
Hay otras hipótesis que explican los bajos niveles de nNO por una 
reducción de la biosíntesis de NO. Esto puede deberse a la baja 
expresión de alguna NOS, concretamente la NOS2 que se activa 
frente a infecciones202. También podría producirse por una baja 
disponibilidad de la L-arginina, sustrato de las NOS203–205. Y, por 
último, podría ser debida a la pérdida de actividad de las NOS 
por un desacoplamiento mecánico de la enzima. En este sentido, 
Narang et al. propusieron que la actividad de la NOS requiere de 
la función ciliar vía acoplamiento mecánico con las ATPasas de 
dineína que puede verse afectado en los pacientes con DCP206. 





de nNO en esta enfermedad se deben a una menor biosíntesis 
de la molécula, puesto que –a nivel celular- hemos visto que 
estos niveles son significativamente más bajos.  
A su vez, los bajos niveles de NO encontrados en las células del 
epitelio nasal de los pacientes concuerda con el estudio de Li et 
al, que demuestra que en las células ciliadas, el NO regula la 
frecuencia de batido ciliar vía cAMP y cGMP. Así, el cAMP y cGMP 
activan a las protein-kinasas A y G, que fosforilan las cadenas 
ligeras de dineína aumentando el batido ciliar, que es deficiente 
en los pacientes con DCP207.  
Otro resultado relevante del trabajo ha sido la detección, en las 
células de los pacientes con DCP, de unos niveles de ONOO- y 
apoptosis estadísticamente inferiores a los de los controles 
(p=0,0071 y p=0,0036, respectivamente). Se ha demostrado que 
la combinación de O2- y NO in vivo da lugar a la formación de 
ONOO-188. De ese modo, puesto que los niveles de NO y O2- son 
más bajos en los pacientes que en los controles, la producción 
de ONOO- en estas células tiene que ser inferior. En la respuesta 
inmune, sobre todo, el NO producido por el iNOS estimula la 
apoptosis en presencia de O2 mediante la vía de producción de 
peroxinitritos189,188. En la DCP, dado que los niveles de NO, O2- 





ONOO- con lo que la estimulación de la apoptosis por esta vía es 
inferior a la de los controles sanos.  
A nivel mitocondrial, se ha demostrado en este trabajo que a 
pesar de tener una mayor masa mitocondrial, los pacientes con 
DCP tienen niveles de H2O2 y O2- mitocondrial estadísticamente 
inferiores a los de los controles sanos (p<0,0001 y p=0,0004, 
respectivamente). Se habla de una NOS específica de la 
mitocondria que produce NO en este orgánulo. El NO en la 
mitocondria estimula la producción de H2O2 mitocondrial a 
través de la autooxidación del ubiquinol208. En condiciones 
normales, este H2O2 mitocondrial participa en cascadas de 
señalización. A su vez, el NO mitocondrial se combina con el O2- 
mitocondrial para producir ONOO-. En el caso específico de la 
mitocondria, se postula que la NOS mitocondrial puede 
funcionar como peroxinitrito sintasa, favoreciendo la producción 
de ONOO- en este orgánulo208. En las células del epitelio nasal de 
los pacientes con DCP, aunque no se ha podido medir el NO 
específico de la mitocondria, sabemos que los valores de NO 
total son inferiores a los de los controles. Estos bajos niveles 
podrían explicar, en ellos, la menor producción de O2- y H2O2 






Por otro lado, no haber encontrado diferencias en el potencial 
de membrana plasmático y mitocondrial, ni en los parámetros 
de daño oxidativo sobre lípidos y proteínas, ni en los niveles de 
GSH y de Ca2+ intracelular demuestra que -al contrario de lo 
planteado en nuestra hipótesis inicial- los individuos con DCP no 
tienen más EO que los sujetos sanos. De hecho, los datos sobre 
el incremento de viabilidad celular en los sujetos enfermos 
respecto a los controles estarían en concordancia con esa menor 
afectación del EO en estos pacientes. 
En referencia a la comparación del perfil oxidativo de los 
pacientes con DCP con distintos estados evolutivos, no se han 
encontrado diferencias estadísticamente significativas en 
ninguno de los parámetros, entre los niños y adultos afectos. 
También se ha visto que las diferencias en la función ciliar 
tampoco influyen en los niveles de EO medidos en este estudio, 
al no haber encontrado diferencias estadísticamente 
significativas entre los pacientes con distintos patrones de 
movilidad ciliar.  
Respecto a la comparación entre sexos, se ha comprobado que 
las mujeres con DCP tienen niveles de O2- y H2O2 mitocondriales 
significativamente inferiores a los de los varones con la 
enfermedad (p=0.0280 y p=0.0273, respectivamente). Esto 





que demostraron en ratas, que la tasa de producción 
mitocondrial de peróxido de hidrógeno es superior en machos 
que en hembras. Se demostró que en las hembras hay una 
mayor actividad de las enzimas antioxidantes Mn-SOD y GPx que 
en los machos, confiriéndoles una mayor protección frente al 
daño de los radicales libres responsables del envejecimiento, lo 
que reporta una evidencia molecular de la diferente esperanza 
de vida entre machos y hembras209,210.  
Por lo que respecta a la comparación entre los distintos 
parámetros de estudio en los pacientes con DCP en presencia, o 
no, de determinados síntomas, tampoco se han encontrado 
diferencias estadísticamente significativas. Así, no las hay entre 
los individuos con, o sin, otitis recurrentes. Tampoco entre 
pacientes con -o sin- asma, neumonías de repetición o 
bronquiectasias. En cambio, se ha visto que en los sujetos con 
atelectasias o situs inversus, los niveles de peróxidos 
intracelulares son significativamente superiores a los que no 
presentan estas anomalías (p=0,0125 y p=0,0338 
respectivamente). Además, en los pacientes con rinosinusitits 
crónica los niveles de ONOO- son significativamente inferiores a 
los que no la tienen (p=0,0129). En nuestro conocimiento no 
existe hasta la fecha ningún trabajo que justifique estos 
resultados, pues hay muy pocos estudios previos sobre la 





Por último, se ha encontrado un método diagnóstico que 
permite, mediante la combinación de los niveles de ONOO-, O2- 
mitocondrial, carbonilación de proteínas, potencial de 
membrana plasmático y peróxidos intracelulares medidos en las 
biopsias del epitelio nasal, clasificar a nuevos individuos como 
“pacientes” o “controles”. Este árbol de decisión tiene una 
capacidad discriminativa del 80,5%, una sensibilidad diagnóstica 
del 71% y una especificidad del 82%. Aunque tendría que 
validarse prospectivamente con nuevos individuos, abre una 
puerta en el diagnóstico de esta enfermedad, que sigue siendo 
muy complejo, económicamente caro, y requiere personal muy 
especializado. 
6.3. Limitaciónes del estudió 
Como en cualquier trabajo de investigación, hay que reconocer 
algunas limitaciones en nuestro estudio. Por una parte, en 
referencia al diagnóstico, no se han podido efectuar todas las 
pruebas diagnósticas en todos los pacientes: el análisis funcional 
de los cilios se realizó en los 35 casos, el análisis de la 
ultraestructura ciliar en 22 (en todos los que se pudieron 
encontrar cortes trasversales suficientes para el estudio), y el 
nNO en 20, aquellos que pudieron colaborar. Se sabe que la DCP 
es una enfermedad compleja y que no existe una técnica gold 





concluyentes, sería muy importante  plantear un estudio 
genético de las mutaciones descritas hasta el momento. Sin 
embargo, en la actualidad se trata de una prueba aún no incluida 
como diagnóstico de rutina en la práctica clínica. 
Adicionalmente, el análisis de la expresión de las proteínas 
implicadas en la estructura ciliar mediante inmunofluorescencia, 
es una técnica que se está utilizando cada vez más y que 
permitiría estudiar algunos defectos ciliares partiendo de una 
cantidad de muestra mucho menor que la que se necesita para 
la ME. Del mismo modo, la puesta a punto de cultivos celulares 
de las muestras de los pacientes mediante la técnica interfaz 
aire-líquido, permitiría volver a analizar la función y 
ultraestructura ciliar, evitando que las infecciones puedieran 
interferir en el diagnóstico confundiendo las DCS con las 
primarias.  La incorporación estos nuevos métodos es una de las 
apuestas de futuro de nuestro grupo, lo que permitirá 
diagnosticar a pacientes que -con los métodos actuales- no 
llegan a tener un diagnóstico concluyente. 
Por otra parte, debido a que la DCP es una enfermedad rara, 
infradiagnosticada18, el número de sujetos incluidos en el 
estudio es relativamente pequeño. Por ello, con la “n” de este 
estudio, no se ha alcanzado el poder estadístico suficiente para 
afirmar diferencias en algunas de las comparaciones planteadas 





ejemplo- los diversos patrones de movilidad ciliar. Es necesario 
incrementar la formación/información sobre estas 
enfermedades entre los sanitarios que deberían sospecharlas 
(neonatologos, pediatras de atención primaria, médicos 
generales, ORL, urólogos, etc.) y darles a conocer el circuito a 
seguir para derivar a los pacientes con esta sospecha clínica. 
Por último, trabajar directamente “in vivo” con las células del 
epitelio nasal de los individuos con DCP, tiene la fortaleza de 
valorar el perfil oxidativo en el tejido propiamente afectado por 
la enfermedad. Pero, a su vez, ésto ha sido otra limitación debido 
a la escasa cantidad de muestra, con la que se trabaja. En este 
caso, en el especimen obtenido con las biopsias, se han podido 
medir muchos parámetros del perfil oxidativo mediante la 
citometría de flujo, al ser una técnica que no requiere grandes 
cantidades de material. Sin embargo, a la vista de los resultados 
obtenidos con ella, si se hubiera contado con una mayor 
cantidad de células, hubiese sido de gran interés estudiar la 
expresión de las enzimas antioxidantes y de las NOS mediante 
PCR cuantitativa a tiempo real, la actividad enzimática mediante 


























1. En este estudio, los pacientes con DCP presentan niveles 
de apoptosis, NO, ONOO-, O2- total, H2O2 mitocondrial y 
O2- mitocondrial en sus células del epitelio nasal 
inferiores a los de los individuos sanos. Estos resultados 
son concordantes con los bajos niveles de nNO nasal 
característicos de los pacientes con DCP.  
 
2. No se han encontrado diferencias en los valores de Ca2+ 
intracelular, potencial de membrana plasmático y 
potencial de membrana mitocondrial entre los grupos de 
pacientes y controles.  
 
3. No se han detectado variaciones significativas en los 
niveles de carbonilación proteica y de peroxidación 
lipídica entre pacientes y controles, indicando que no hay 
diferencias en el grado de daño oxidativo sobre estas 
biomoléculas. 
 
4. No hay diferencias entre niños y adultos en el perfil 
oxidativo de los pacientes con DCP.  
 
5. No se han visto cambios significativos en los parámetros 
medidos entre pacientes con distintos patrones de 






6. La comparación entre sexosha mostrado  que las mujeres 
con DCP tienen niveles de H2O2 mitocondrial y O2- 
mitocondrial inferiores a los de los varones con la 
enfermedad, no encontrándose diferencias en el resto de 
parámetros medidos.  
 
7. Al comparar los distintos parámetros de EO en los 
pacientes con DCP, en función de si presentaban -o no- 
determinados síntomas o alteraciones (asma, otitis, 
neumonías de repetición, bronquiectasias, atelectasias, 
rinosinusitis crónicas o situs inversus), se ha visto que en 
aquellos que tenían atelectasias o situs inversus, los 
niveles intracelulares de peróxidos eran en general 
superiores a los que no las tenían. Asimismo, los 
pacientes con rinosinusitis crónica tienen niveles más 
bajos de ONOO- que los que no la presentan, no habiendo 
encontrado diferencias con los demás síntomas.  
 
8. Se ha diseñado un árbol de decisión que permite 
clasificar a los individuos como “paciente” o “control 
sano”, en función de ciertos niveles de determinados 
parámetros de su perfil oxidativo. Este método debe 

























1. In our study, patients with PCD have lower levels of 
apoptosis, NO, ONOO-, O2- total, mitochondrial H2O2 and 
mitochondrial O2- in their nasal epithelial cells than 
healhy individuals. These results are consistent with the 
characteristic low nNO levels of patients with PCD. 
 
2. No differences were found in the values of intracellular 
Ca2+, plasma membrane potential and mitochondrial 
membrane potential between the groups of patients and 
controls. 
 
3. No significant variations have been detected in protein 
carbonylation and lipid peroxidation levels between 
patients and controls, indicating that there are no 
differences in the oxidative damage degree on these 
biomolecules. 
 
4. There are no differences between children and adults in 
the oxidative profile of patients with PCD. 
 
5. No significant changes have been seen in the parameters 







6. The comparison between sex have shown that women 
with PCD have mitochondrial H2O2 and mitochondrial O2- 
levels lower than those of men with the disease, with no 
differences in the rest of the parameters measured. 
 
7. When comparing OS parameters among patients with 
PCD, depending on whether or not they had a certain 
symptom or alteration (asthma, otitis, recurrent 
pneumonias, bronchiectasis, atelectasis, chronic 
rhinosinusitis or situs inversus), we have seen that those 
who present atelectasis or situs inversus, have peroxides 
levels in general higher than patients who do not present 
these symptoms. Likewise, patients with chronic 
rhinosinusitis have lower levels of ONOO- than those who 
do not have it, and there are no differences between 
patients according to the other symptoms. 
 
8. A decision tree has been designed to classify individuals 
as patient or healthy control based on certain levels of 
the parameters of their oxidative profile. This method 
must be validated with new individuals, but it is a 
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11.4. Anexó 4 
Tabla suplementaria 1. Tabla de recogida de datos clínicos de los sujetos 
participantes en el estudio. 
Nombre Paciente   
Fecha de nacimiento   
Edad actual (años)  
Sexo M F 
Peso (Kg)   
Talla (cm)  
IMC (Kg/m2)  
Edad comienzo clínica (años)  
Problemas fertilidad SI NO 
Fumador SI NO 
Antecedentes DCP SI NO 
Antecedentes rinosinusitis crónica SI NO 
Tos productiva crónica SI NO 
Neumonías SI NO 
Bronquiectasias SI NO 
Atelectasias SI NO 
Asma SI NO 
Otitis SI NO 
Rinosinusitis SI NO 






11.5. Anexó 5 
Tabla suplementaria 2. Tabla de clasificación de las alteraciones clínicas encontradas 
en los pacientes en análisis de la ultra estructura y función ciliar, y medida del nNO.   
PRUEBA FECHA RESULTADO 
ULTRAESTRUCTURA 
CILIAR 
 Déficit completo BED y BID 
Déficit completo BED 
Déficit completo BID 





Déficit parcial de dineína 
Normal 
MOVILIDAD CILIAR 
 Cilios inmóviles 
Movilidad vibrátil 
Amplitud reducida e 
incoordinación 




 Media aritmética de 3 
medidas, en ppb 
  
 
228 
 
Anexó 6

 
